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UV : Jltra-Violet

SMIE : Spectrométrie de Masse en mode Impact Electronique
EGI : Ionisation par électrospray

RMN : Reésonance Maghétique Nucléaire

'H: Proton

BC: Carbone 13

DEPT: Distortionless Enhancement by Polarization Transfert
COGY: Correlated Spectroscopy

NOESY: Nuclear Qverhauser Effect SpeCtroscopy
ROESY: Rotating Fram Qverhauser EffeCt SpeCtroscopy
HMBC: HeterohucClear Multiple Bonding Connectivity
HSQC: Heteronuclear Single Quantum Correlation

& (ppt) : Déplacement Chimique en partie par million

J (H2) : Constante de couplage exprimé en hertz

S : Singulet

d : doublet

dd : doublet de doublets

t: triplet

tt : triplet de triplets

q : quadruplet

m : multiplet

H.O : Eau



ACOH : acide acétique

MeQH: Methahol

EtOH: Ethanol

H.SO, : Acide sulfurique

AICIs : Chlorure d’Aliminum

NaOH : Hydroxyle de Sodium

NaQAC : Acetate de Sodium

HsBO:; : Acide borique

HCI : Acide chlorhydrigue

ACQEt : Acétate d’éthyle

CH.Cl, : Dichloromethahe

CHCI; :Chloroforme

CHsCOCHs: Acetone

CDCls : Chloroforme deutétré

CDsOD : Méthahol| deutéré

D0 : Eau deuteree

CCM : Chromatographie sur Couche Mince
IR : Infra-Rouge

Rf : Facteur de retardation.

t/Z : Masse [ Charge élecCtrique

1C 50 : Concentration InhibitriCe de 50%
ATP : adénosine Triphosphate

NADP : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate

NADPH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate réduite



°C : Température en degrés Celsius
g: gralmme

Hz : Hertz

MHz : Megahertz

mg : Milligramme

mn: Minute

tl = millilitre

pg : miCrogramme

UM : miCcromolaire

% : Pourcentage

V : volume
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Introduction Générale

Introduction générale

Depuis I’apparition de ’homme sur terre et son contact accidentel avec la nature et sa
lutte pour y survivre, 1’étre humain s'efforce d'essayer d'apprendre ses secrets. Ses motivations
sont de satisfaire ses besoins vitaux comme manger, boire, se vétir mais aussi ses besoins
médicaux. Ainsi, il a trouvé dans cet espace le seul refuge pour y répondre. Cependant, parmi
les obstacles rencontrés a cette époque, il y a celui de savoir comment exploiter les choses
existantes autour de lui pour faire face aux maladies.

L’homme a donc trouvé chez les plantes la seule maniere de traiter certaines maladies : par
des essais ou par leur utilisation a I’état naturel que ce soit par le gotlit ou a I’aide d’animaux
possédant des caractéristiques instinctives envers ces plantes. Ce qui lui a fait prendre
I’avantage de ces propriétés et essayer tout doucement de les appliquer a lui-méme jusqu'a
l'apparition des premieres recherches sur les plantes qui a été¢ en Egypte, au Moyen-Orient, en
Inde et en Chine environ 3000 avant JC ou ’apparition du premier recueil sur les plantes
médicinales, le papyrus égyptien Ebers, que 1’on fait remonter a 1500 avant JC [1,2].

Au cours du XVlIIle siecle il est apparu un grand développement dans la chimie végétale, ou
ce qui est connu comme [’extraction des composés actifs a partir de diverses plantes
médicinales différentes a débuté. Actuellement de nombreux médicaments existants d'origine
végétale sont utilisés dans la médecine moderne comme la tubocurarine, le relaxant
musculaire le plus puissant, est dérivée du curare (Chondrodendron tomentosum) et la
morphine, 1'analgésique le plus puissant, est tirée du pavot a opium (Papaver somniferum).
D'autres anesthésiants proviennent de plantes : la cocaine, par exemple, est tirée du coca
(Erythroxylum coca), la quinine (dérivée du genre Cinchona), qui est employée contre la
malaria, sans la digoxine (du genre Digitalis), qui soigne le cceur, ou encore I'éphédrine (du

genre Ephedra), que 1'on retrouve dans de nombreuses prescriptions contre les rhumes [1].

Dans la médecine moderne la recherche des composés naturels, et en particulier, ceux qui sont
biologiquement actifs a partir de divers types de plantes deviennent I’'un des moteurs
essentielles de la recherche dans ce domaine pour faire face a certaines maladies graves ou
mortelles qui sont difficiles a traiter (le sida, le cancer...) par les médicaments disponibles sur
le marché.

Parmi les plantes en cours d'étude dans notre laboratoire, nous trouvons en particulier les
plantes de la famille des composées et notamment le genre Centaurea.

C’est l'une des plantes les plus répandues dans le monde, il y en a environ 25 mille espéces
connues [3], elle est présente sur le territoire algérien, en Europe méridionale, sur le bassin
méditerranéen, a I’ouest de 1’ Asie et sur le continent américain [4,5].Beaucoup de ces types de
plantes sont utilisées en médecine traditionnelle et ont montré plusieurs activités différentes,
parmi lesquelles : antipelliculaire, antithumatismale, anti-inflammatoire, diurétique,
antipyrétique, cytotoxique et antibactériennes [6].
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Ces différentes activités pourraient étre dues aux nombreux composés d'intérét biologique
qu’elles contiennent tels que les flavonoides, les lactones sesquiterpéniques , les polyphénols,
les alcaloides. . .etc.

Notre travail s'inscrit dans le cadre de I'é¢tude phytochimique de I'une des especes de ce genre,
Centaurea Omphalotricha, ainsi que I’activité cytotoxique de quelques composés isolés.

Ce travail est une continuation des travaux réalisés auparavant sur ce genre de plantes, qui
sont connues pour leurs accumulations des métabolites secondaires de type lactones
sesquiterpéniques et flavoniques, connus pour leurs activités biologiques diverses notamment,
’activité cytotoxique et antioxydante [7-10].

La Centaurea Omphalotricha est une plante endémique de I’Algérie et de la Tunisie qui a
subi peu d’études phytochimiques et pharmacologiques antérieures. Par conséquent, cette
¢tude a montré sa richesse en dérivés polyphénoliques et terpéniques ainsi qu’elle possede des
activités anti-oxydante et anti-bactérienne remarquables [11].

Ce manuscrit est reparti en cinq chapitres :

Dans le premier, nous présentons les métabolites secondaires de type terpénoides notamment
les composés sesquiterpéniques ainsi que les flavonoides. Dans lequel nous exposons la
définition, la classification, la biosynthese et I’intérét biologique de chaque classe.

Le second chapitre est consacré a une présentation de la famille des composées, du genre
Centaurea ainsi qu’une étude bibliographique approfondie sur ’espéce faisant I’objet de ce
travail. Nous développons également les métabolites secondaires les plus connus et
I’utilisation thérapeutique de ce genre.

Le troisieme chapitre renferme toutes les étapes menant aux produits purs, 1’extraction, la
séparation sur colonne et sur plaques CCM et purification.

Le quatriéme chapitre concerne 1’identification structurale des composés isolés en utilisant
tout I’arsenal des méthodes physico chimiques d’analyse et des méthodes spectroscopiques
modernes (UV-visible, RMN mono et bidimensionnelle (IH, 13C, DEPT, COSY, HSQC,
HMBC, NOESY et ROESY ) et de spectrométrie de masse a haute résolution ESI(+).

Le cinquiéme chapitre est consacré a I’étude de 1’activité biologique anti cancer de quelques
composés sesquiterpéniques isolés et nous terminons notre travail par une conclusion
générale.
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Chapitre | Généralités sur les métabolites secondaires

I. Généralités sur les métabolites secondaires :
1.1. Introduction :

Les produits naturels sont des composés organiques qui sont formés par les
organismes vivants, 1'élucidation de leurs structures et leur chimie de synthése et
biosynthése sont les principaux domaines de la chimie organique.

Les composés naturels peuvent étre subdivisés en trois grandes catégories :

- premiérement les composés qui se produisent dans toutes les cellules et jouent un
role important dans le métabolisme et la reproduction des cellules. Ces composés
comprennent les acides nucléiques et les acides aminés communs et les sucres. Ils
sont connus sous le nom de métabolites primaires.

- Deuxiémement, les composés a haute masse moléculaire (polymeres) comme la
cellulose, les lignines et les protéines qui forment les structures cellulaires.

- Enfin, les composés qui sont caractéristiques d'une gamme limitée d'especes, ce sont
les métabolites secondaires.

La plupart des métabolites primaires exercent leur effet biologique a l'intérieur de la
cellule ou de l'organisme qui est responsable de leur production. Par ailleurs les
métabolites secondaires ont souvent attiré I'attention en raison de leur effet biologique
sur d'autres organismes [1].

La Chimiotaxonomie fournit une autre raison d'examiner les constituants des plantes.
Des recherches phytochimiques peuvent révéler des produits naturels qui sont des
marqueurs botaniques. Les constituants biologiquement actifs des plantes
médicinales, commerciales et toxiques ont été étudiés tout au long du développement
de la chimie organique. Beaucoup de ces composés sont des métabolites secondaires.
I a été estimé que plus de 40% des médicaments ont leurs origines dans ces produits
naturels. De nombreuses études réalisées sur des composés bioactifs ont conduit a de
nouveaux médicaments, comme par exemple le taxol qui est utilisé pour le traitement
de diverses maladies cancéreuses.

Les produits naturels ont souvent un rdle écologique dans la régulation des
interactions entre les plantes, les micro-organismes, les insectes et les animaux. Ils
peuvent Etre aussi des substances défensives, attractives et des phéromones.

De nombreux métabolites dits secondaires se sont avérés jouer des rdles essentiels
dans les relations entre les plantes et leur environnement : plusieurs composés
phénoliques participent a la filtration des UV, les pigments floraux sont essentiels aux
processus de pollinisation, la présence de phytoanticipines détermine parfois la
résistance a des pathogénes [1, 2].

IIs se classent en trois grands groupes :
- Les phénols : tanins, lignine, mélanine, flavonoides.
- Les composées azotés: alcaloides, bétalaine, hétérosides cyanogenes et
glucosinolates.



Chapitre | Généralités sur les métabolites secondaires

- Les terpenes : hémiterpenes (C5), monoterpénes (C10), sésquiterpenes (C15),
diterpenes (C20), triterpenes (C30), tétraterpenes (C40) et polyterpénes (plus
que C40).

I. 2. Les terpénoides

Les terpénoides ou isoprénoides constituent une famille importante de molécules
naturelles, ce sont des composés résultant de la condensation d’unité de base a cinq
carbones de type isoprene (figure. I.1) ayant comme formule brute(CsHg),.

X

Figure 1.1 : Isopréne

Les isoprénoides regroupent a la fois des molécules de faible poids moléculaires,
volatiles et composent les principaux constituants d’huiles essentielles, et des
molécules hautement polymérisées comme par exemple le caoutchouc [2,3].

Les terpénoides sont présents chez tous les organismes vivants et possédent des
structures, des propriétés physiques et chimiques, et des activités biologiques treés
diverses. Plus de 22.000 composés isopréniques ont été répertoriés mais seul un petit
pourcentage d’entre eux a été¢ étudié dans la perspective d’évaluer leurs roles
fonctionnels [4].

I. 3. Classification des terpénes

Le terme terpene tire son origine du mot térébenthine. En 1818, la térébenthine a été
découverte comme étant un mélange d’hydrocarbure avec un ratio carbone-hydrogéne
de 5 :8. Depuis, plusieurs huiles essentielles ont ét¢ identifiées possédant le méme
rapport carbone-hydrogeéne et classifiées parmi les familles terpéniques.

Le chimiste Ruzicka proposa une nomenclature pour les dérivés isopréniques en
fonction du nombre d’unités d’isopréne qui les constitue [5,6].

Le classement des terpénoides se fait selon le nombre d’entités isopréniques engagées
dans leur formation. On distingue ainsi les hémiterpénes (Cs), les monoterpénes (Cyy),
les sesquiterpenes (C;s), les diterpenes (Cy), les sesterterpenes (Css), les triterpenes
(C30), les tétraterpenes (Cyp) et les polyterpénes (Csy).

I. 3. 1. Les monoterpénes

Tous les monoterpénes sont dérivés du méme précurseur : le diphosphate de géranyle
(GPP) (figure L2) [7]. Ce sont les constituants les plus simples de la série des
terpenes [8]. Ils forment avec les autres composés, les sesquiterpenes et les diterpénes,
les principaux constituants des huiles essentielles [9].



Chapitre | Généralités sur les métabolites secondaires
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Figure 1.2 : diphosphate de géranyle (GPP)

En fonction de leur voie biosynthétique, les monoterpénes sont subdivisés en trois
groupes : acycliques, monocycliques et bicycliques.

Trois squelettes de base décrivent chacune d’entre elles : le diméthyle-2,6-octane pour
les monoterpenes acycliques, le para menthane pour les monoterpenes cycliques, et le
carane pour les monoterpenes bicycliques (figure L.3).

098

Figure 1.3 : 2, 6-diméthyloctane Para-menthane Carane

I. 3. 1. 1. Les monoterpénes acycliques

Les monoterpénes acycliques qui dérivent du squelette de base, le 2, 6-
diméthyloctane, peuvent étre soit saturés ou non saturés soit fonctionnalisés. Leur
structure porte une fonction alcool, aldéhyde, cétone, ester ou éther.

Parmi ces composés, on cite (figure 1.4) :

Y

Myrcéne Géraniol Linalool



Chapitre | Généralités sur les métabolites secondaires

\ M/\
0 X OH

Néral Citronellol

Figure 1.4 : Quelques composés monoterpéniques acycliques.

I. 3 .1. 2. Les monoterpénes monocycliques et bicycliques

Ce type de composés qui dérivent des squelettes de base, le para-menthane pour les
monocycliques ou le carane pour les bicycliques, peuvent aussi €tre soit saturés ou
non saturés, soit renfermer dans leur structures des groupements fonctionnels tels que
des fonctions alcool, aldéhyde, cétone...etc.

Parmi ces composés on trouve (figure L.5) :

e Les monoterpénes monocycliques

B

y-Terpinene Pipéritone Thymol
e Les monoterpenes bicyclique i
i %i ;OH
@)
Camphene Fenchol Camphre

Figure L.5 : Quelques composés monoterpéniques monocycliques et bicycliques

-7-
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I. 3. 2. Les sesquiterpénes

Les sesquiterpénes sont une classe de la famille des terpenes, elles sont constituées
par 15 atomes de carbones de formule moléculaire C;sH,4 (condensation de 3 unités
isoprenes), elles peuvent aussi €tre soient acycliques, monocycliques, bicycliques ou
tricycliques sous forme d’hydrocarbures ou sous forme d’hydrocarbures oxygénés
comme : les alcools, les cétones, les aldéhydes...etc.

Outre ces composés, on peut également trouver chez les plantes d’autres produits tels
que les lactones sesquiterpéniques. Ce genre de produits résulte de 1’oxydation d’un
groupe méthyle du groupe isopropyle attaché au squelette de base sesquiterpénique
pour engendrer le groupe lactone [10].

Quelques composés sesquiterpéniques sont représentés dans la figure L.6.

X AN AN

OH

Farnesol

Dihydrohélénaline
N =
o
Viridiflorol a-bisaboléne

Figure 1.6 : Quelques composés sesquiterpéniques
I. 3. 2. 1. Les sesquiterpénes lactones:

Les lactones sesquiterpéniques constituent un groupe trés important de
produits naturels largement répandus notamment chez les asteracées, plus de 3000
structures ont ét¢ identifiés [11].

Le précurseur universel des sesquiterpenes lactones est le farnésyle diphosphate (FPP)
qui résulte de la condensation de type téte-a-queue entre 1’isopentényle Pyrophosphate
(IPP) et le géranyle diphosphate (GPP).
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La cyclisation du farnésyl pyrophosphate donne le germacradiéne qui est le squelette
de base de tous les types de lactones sesquiterpéniques.

Selon la structure des lactones sesquiterpéniques, on peut les subdiviser en plusieurs
types : germacranolide, ¢lémanolide, eudesmanolide, érémophilanolide, guaianolide,
pseudoguaianolide...etc. (figure 1.7).

S
(6]
(6]
Germacranolide Elémanolide Guaianolide
1
15
(0] o% ; © i
(0]
; o
o)
Pseudoguianolide Eudesmanolide Erémophilanolide

Figure 1.7: Les différents types des sesquiterpenes lactones.

a) Germacranolides

Le squelette de base est principalement formé par un cycle a dix atomes
renfermant deux double liaison (I'une entre C; - Cjy et ’autre entre C4 - Cs), deux
méthyles (I'un en position C4 et ’autre en position C10) li¢ a un autre cycle de cinq
atomes caractérisant la fonction y-lactone qui porte un méthyle ou double liaison
exocyclique en position 11.

La fermeture du cycle lactonique peut s’effectuer en position 6 ou 8 ou I'hydrogéne en
C7 a toujours une stéréochimie a.

Des études ont montré que ce type de lactones sesquiterpéniques peut exister en trois
formes différentes : 6a, 12 olide ; 8a, 12 olide et furanogermacrane comme le montre
la figure 1.8.
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6o, 12 olide 8a, 12 olide furanogermacrane

Figure 1.8 : Les formes possibles des germacranolides.

Plusieurs composés de ce genre ont été isolés notamment dans la famille des
astéracées [12]. Parmi ces composé€s on peu citer :
La Cnicine et la Saloniténolide isolés de Centaurea alba [13].

OH

HO

Cnicine Saloniténolide

b) Elémanolides :

Tous les ¢élémanolides ou 2,3-Seco-eudesmanolide sont obtenus par un
réarrangement de Cope a partir des noyaux de germacranolides. Leur squelette de
base est constitué par un monocycle a 6 atomes de carbone attaché a un pentacycle
qui caractérise la fonction y-lactone et des substitutions dans les positions 5 et 10.

En général, les ¢élémanolides se caractérisent par la stéréochimie a de la liaison Cjo-
Cy, B de la liaison Cs-Cy4, a pour I’hydrogene en Cs et p pour le méthyle en Cyy.

Les carbones en Cg ou Cg portent toujours des groupements esters ou hydroxyles avec
une stéréochimie a et la lactonisation se fait généralement en position 6, comme le
montre le schéma dans la figure 1.9 [14].

-10 -
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o

Figure 1.9 : Squelette de base des ¢lémanolides

Parmi les composés isolés on peu citer a titre d’exemple :

Le 8a-(3,4-dihydroxy-2-methylene-butanoyloxy)-dehydro-melitensine 1 et 8o-(3-
hydroxy-4-acetoxy-2-methylene-butanoyloxy)-dehydro-melitensine 2  isolés de
Centaura thessala ssp. drakiensis [15, 16].

OAc

[
I~

¢) Guaianolides

Ce genre de composés comporte dans leur structure un cycle heptagonale uni d’un
coté avec un cycle pentagonale et de 1’autre par un hétérocycle caractérisant la
fonction y-lactone. Ces composés sont caractérisés par la stéréochimie a pour les
deux protons liés dans les positions 1 et 5.

La fermeture de la fonction y-lactone se fait en C-6 comme elle peut étre effectuée en
C-8 avec une configuration a en C-6 et a ou p en C-8, comme il est ¢lucidé dans la
figure 1.10.

-11 -
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BT}

Figure 1.10 : Squelettes de bases des guaianolides.

Les deux composés 3 et 4 ¢été isolés de Centaurea musimomum [16] : 3-oxo0-4a-
acetoxy-15-hydroxy-laH, 5aH, 6BH, 7aH, 11pH-guai-10(14)-ene-6,12-olide 3 et 3-
oxo-4a-hydroxy-15-hydroxy-1aH, 5aH, 6BH, 7aH, 11 PH-guai-10( 14)-ene-6,12-
olide 4 et 14-chloro10B-hydroxy-10(14)-dihydrozaluzanin D (3p-acetoxy-14-chloro-
10B-hydroxy-1aH, SaH, 6BH, 7aH-guain-4(15),11(13)-dien-6,12-olide) 5 isolé¢ de C.
acaulis L. [17] sont des exemples pour ce type des composés.

D’autres composés de type guaianolide ont été isolés de centaurea nicolai [18]. Parmi
ces composés on peut citer : le Kandavanolide 6 et le salo-graviolide A 7.

R
3 Ac
) i H

6 I
R Ac Ac
R, H H
R, H OH

-12 -
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Les Pseudoguianolides sont des compos€és comme I’indique leur nom qui
ressemblent aux guaianolides mais ils se caractérisent par un méthyle en position 5.

d) Eudesmanolides :

Les eudesmanolides sont des composés qui ont un squelette de base formé par
deux cycles hexagonaux attachés avec un pentacycle caractérisant la fonction v-
lactone avec deux méthyles comme des substitutions 1’un sur la position 4 et I’autre
sur la position 10 et un groupement méthyléne porté par le carbone 11 du cycle
lactonique. La fermeture de la fonction y-lactone peut s’effectuer en 6 ou en 8 avec
une jonction cis ou trans. Le méthyle porté par le carbone 10 est en position B et les
deux hydrogénes portés par les carbones 5 et 7 sont toujours en configuration a
comme représenté dans la figure L.11.

14

13

Ty

==

Figure 1.11 : Squelettes de bases des eudesmanolides.

Quelques composés isolés du genre centaurea:
- P-cyclocostunolide 8 et santamarin 9 isoles de C. Acaulis [18].
- hierapolitanins C 10 et D 11 isolés de Centaurea hierapolitana Boiss [19].

= o ITTYTTED)

-13 -
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Les érémophilanolides sont des composés du méme type que les eudesmanolides mais
avec un méthyle dans la position 5 au lieu de la position 10.

I existe un autre type de lactones sesquiterpéniques appelé héliangolide, ce sont des
germacranolides avec des doubles liaisons de configuration £ pour C; - Cyg et Z pour
C4-Cs. La fermeture du cycle lactonique se fait généralement en position 6 et la
stéréochimie des hydrogenes portés par les atomes de carbones 6, 7 et 8 est toujours,
B, a et p respectivement.

Généralement, les héliangolides renferment dans leur structure une double liaison
exocyclique en Cy; et des substitutions en Cg comme le montre la figure 1.12.

\\\\\\\O R

13

HO 15 0]

Figure 1.12 : Squelette de base des héliangolides.

-14 -
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I. 3. 2. 1. 1. Intérét thérapeutique des sesquiterpénes lactones :

Les lactones sesquiterpéniques sont caractérisées par la présence d’une
fonction y-lactone. Dans plusieurs cas, a coté du groupement y-lactone, on retrouve
généralement une double liaison exocyclique o, P insaturée. Ces caractéristiques
particulieres rendent ces molécules de plus en plus actives [20, 21].

Les lactones sesquiterpéniques appelées aussi « Substances ou principes Ameres »
sont trés utilisées dans les domaines biologique et pharmacologique. Des études
effectuées dans ce domaine ont montré que certaines lactones sequiterpéniques ont
une activité antibactérienne a I’égard des germes gram positif comme par exemple,
I’hénelanine extraite d’inula helenium L et la Cnicine extraite de Cnicus Beniductus L.
[22]. D’autres lactones ont montré diverses activités biologiques telles que anti-
inflammatoire [23], antioxidante[24], antifongique[25], cytotoxique [26].
L’artémisinine isolée de 1’espeéce artemisia annua (Astéracées) a une forte action
antipaludique tandis que I’ambrosine, un pseudoguaianolide extrait d’Ambrosia
maritima L, est un anthelminthique et un molluscide [27].

I. 4. La biosynthése des terpenoides

Les premiers travaux sur la biosynthése des terpenoides ont ét¢ effectués par
le chimiste Wallach en 1887, qui a montré que les terpénes sont le résultat de
condensations successives de type téte-a-queue d’une unité a 5 atomes de carbone
qu’on appelle «isopreéne ». Cette hypothese a été confirmée plus tard en 1953 par
Ruzicka qui a énoncé le concept de la régle isoprénique[5,6].

Par la suite, Hendrikson a montré les différentes étapes de la biosynthése des terpenes
de fagon que I’unité principale de la formation de tous les terpénoides est I’acétate.

Le véritable précurseur du squelette terpénique est le pyrophosphate d’isopentényle
(IPP) ou I’isoprene actif [28].

Des recherches relativement récentes (1993), ont permis de montrer que 1’isopentényl
diphosphate est synthétisé biologiquement selon deux voies différentes en fonction de
la nature de 1’organisme et de la structure du terpéne final. Chez les animaux et les
plantes supérieures, les sesquiterpénes et les triterpénes proviennent principalement
du mévalonate, alors que les mono, di et tétraterpénes sont synthétisés a partir du 1-
désoxy-d-xylulose-5-phosphate. Dans les bactéries, les deux voies sont utilisées [29].

La biosynthése de I’isopentényl diphosphate par la voie du mévalonate est résumée
dans la figure, (figure 1.13) alors que la deuxiéme voie est résumée dans la figure
(figure 1.14).

-15-
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O—O

H3C/ Nscoa

Acétyl-CoA

CH3CSCoA Etape 1. la condensation de claisen entre deux molécules
d'acétyl-CoA produit l'acétoacétyl-CoA.

HSCoA
(0]
SCoA C CHs
0 Ha
CH;CSCoA  , H20 Etape 2. une cp\ndensatif)n de l'acgoacétyl-CqA
avec une troisiéme molécule d'acétyl-CoA suivie d'une
HSCoA hydrolyse conduit au (3S)-3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA
o

(0] (0]
)usyH)L
-0 C C
Ha Ha

SCoA
(3S)-3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA
2 NADPH/H"
Etape3. la réduction du thioester par deux équivalents de NADPH
génere un dihydroxyacide: le (R)-mévalonate.
2NADP*, CoASH

o)
)usc \\\\\OH
CH,OH
-0 c o
Ho Ho

(R)-Mévalonate

de I'hydroxyle primaire sont suivies d'une décarboxylation

3 ATP Etape 4. la phosphorylation de I'hydroxyle tertiaire et la diphosphorylation
) et de I'¢limination d'un ion phosphate conduisant

3ADP, Pi, CO, a la formation de 1'isopentényl diphosphate, précurseur des terpénes.
CHjy |C|) ﬁ
)\ CH,O0——P——O0—P—O
H,C C/ | |
Ha

O (o8
Isopentényl diphosphate

Figure 1.13 : La voie du mévalonate
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O—0O

PN +

Une condensation entre le pyruvate et le

"J D-glycéraldéhyde-3-phosphate, induite par
CO, le thiamine, se déroule avec élimination de CO,

1-Désoxy-D-xylulose-5-phosphate (DXP)

NADPH/H*
Un réarrangement permet de modifier le squelette
carboné de la molécule avant la réduction
NADP* du groupe carbonyle par le NADPH.

2C-Méthyl-D-érythritol-4-phosphate

Plusieurs phosphorylations ont lieu.

o\\ /o-
o— ""~o

\P/O
O/ \O_

2C-M¢éthyl-D-érythritol-2,4-cyclodiphosphate

Réduction en isopentényl diphosphate par des
mécanismes pour l'instant mal connus.

CHs,
| (e (0]
c I |
H2C/ (0] T (6] F|’ (0]
O O

Isopentényl diphosphate

Figure 1.14 : La voie du désoxyxylulose phosphate
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- La premiere étape de la voie du mévalonate est une condensation de claisen
de deux unités d’acétyl-CoA catalysée par I’enzyme acétoacetyltransférase
pour former I’acétoacétyl-CoA.

- La deuxiéme étape est une réaction de condensation de type aldolique entre
I’acétoacétyl-CoA et I’énolate de I’acetyl-CoA. Cette réaction est catalysée par
la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA synthase conduisant au (3S)-3-hydroxy-3-
méthylglutaryl-CoA.

- La troisiéme ¢étape est une réaction de réduction du 3-hydroxy-3-
méthylglutaryl-CoA en (R)- mévalonate. Cette réaction est catalysée par la 3-
hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA réductase et nécessite deux équivalents de
NADPH.

- La derni¢re étape concerne la transformation du (R)- mévalonate en
isopentényl diphosphate. Cette étape débute en premier lieu par une
pyrophosphorylation directe de I’hydroxyle primaire du (R)- mévalonate pour
générer le mévalonate-5-diphosphate (diphosphomévalonate). Cela sous
I’action de deux enzymes la mévalonate kinase et la phosphomévalonate
kinase.

Le mévalonate-5-diphosphate subit une autre phosphorylation sur 1I’hydroxyle
tertiaire suivie d’une décarboxylation et ¢élimination d’un groupe phosphate
pour obtenir le pyrophosphate d’isopentényle (IPP).

Le véritable précurseur de tous les terpenoides est le diméthylallyl pyrophosphate
(DMAPP), ce dernier est obtenu par l’isomérisation de I’IPP sous 1’action du
I’enzyme IPP isomérase.

La condensation du DMAPP avec une unité d’IPP forme le géranyl pyrophosphate
(GPP), un compos¢ en Cj, considéré comme le point de départ de tous les
monoterpenes.

Une autre condensation de méme molécule IPP avec le GPP conduit a un autre
composé en Cys, le pyrophosphate de farnésyle (FPP), un précurseur commun de
tous les dérivés sesquiterpéniques.

L’addition d’une nouvelle molécule IPP au GPP donne naissance a un composé en
Cy, le géranylgéranylpyrophosphate (GGPP). Alors que la condensation de deux
molécules de FPP peut former un composé en Cs, le squaléne, précurseur général des
stéroides et triterpeénes. Par contre, la fusion de deux molécules de GPP donne lieu a
un composé en Cy, précurseur général des tetraterpeénes.

L’addition successive des unités d’IPP sur le GGPP fait apparaitre des composés

polyterpéniques tels que le caoutchouc, le chiclé et la gutta-percha qui comportent
plus de 2000 a 5000 résidus isoprenes (figure 1.15).

-18 -
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Voie de l'acide mévaloniqgue

IPP Isomérase
oPP o OPP

Isopentenylpyrophosphate Diméthylallylpyrophosphate
IPP DMAPP

IPP

X X

Monoterpénes C;y < Géranylpyrophosphate GPP

IPP

AN AN AN

Triterpénes -«—— Sesquiterpénes  <<—— Farnésylpyrophosphate FPP
Cso Cis

Diterpénes C,, ——<—— Géranylgéranylpyrophosphate GGPP

IPP Répété plusieurs fois

Polyterpénes Cys5-Cispopg

Figure 1.15 : Voie de I’acide mévanolique et principales classes de terpenoides.
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I. 4. 1. La biosynthése des sesquiterpénes lactones

Comme nous I’avons précédemment mentionné, le pyrophosphate de farnésyle
FPP est le précurseur universel de tous les dérivés sesquiterpéniques. Ce composé
peut exister, selon la stéréochimie des deux premiéres doubles liaisons du squelette
germacra-1(10), 4(5)-diéne-6,12-olide, sous forme de quatre isomeres possibles. Alors
que la formation du macrocycle cyclodécadiéne et la fonction y-lactone peuvent
mener a plusieurs formes de type germacranolides. Une série de transformations
effectuées sur ces différents squelettes de germacranolides permet d’obtenir les
principaux squelettes sesquiterpéniques [30].
La figure 1.16 montre quelques squelettes sesquiterpéniques obtenues lors de ces
transformations.

R
2N O\ 7 :
OPP

2E, 6E--FPP Germacradiene Shizukanolide

Pseudoguaianolide Germacranolide Elémanolide

|

Guaianolide Eudesmanolide Erémophilanolide

Figure 1.16 : Biogenése des lactones sesquiterpéniques.
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I. 5. Les flavonoides
I. 5. 1. Définition, répartition et classification

Les flavonoides sont des substances naturelles issues des plantes, présentes
dans tout le régne végétal et dans tous les organes de plantes supérieures : feuilles,
fleurs, racines, écorce, pollen, nectar et graines [31].

Ce sont des pigments responsables de la coloration des végétaux qui sont susceptibles
d’assurer la protection des tissus contre les effets nocifs du rayonnement ultra-violet
(UV) [32].

Les flavonoides, ensemble trés diversifi¢ de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols, tirent leur origine du mot grec « flavus » qui veut dire jaune
[33]. Tous poss¢dent le méme noyau de base flavone ou 2-phenyl chromone (figure
I.17). On les retrouve généralement a 1’état libre (aglycone) ou sous forme de
glycosides. A I’heure actuelle, plus de 4000 flavonoides ont été identifiés dans les
plantes, les fruits et les 1égumes [34].

La structure chimique de base est constituée de deux cycles aromatiques (A) et (B)
reliés entre eux par une chaine en trois carbones formant ainsi un assemblage en C6-
C3-C6. (figure 1.18) [35, 36].

8 ! . ,
, o\2 2 3
C 4
6 3
5 4 & 5
Figure 1.17 : Noyau flavone Figure 1.18: Squelette de base des flavonoides

Au plan structural, le type de noyau détermine les différentes classes des flavonoides
[37]. On distingue ainsi les chalcones, aurones, flavones, flavonols, flavanones,
flavanonols, isoflavones, isoflavanones, anthocyanes.

Le tableau I.1 qui suit regroupe les principales classes de flavonoides en se basant
seulement sur le cycle C et les substitutions qui les entourent.
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Type de Noyau principal Type de

N, ncipal
oyau principa Sflavonoide Sflavonoide

Flavan-3-ol

OH
XH/ Chalcone Flavan-3,4-diol
e}
(0]
;i’;/ Flavanone II
O
O
(@]

O
| Dihydroflavonol | Isoflavone
OH
(6]
(0]
‘ CH— ‘
Aurone Dihydrochalcone
(0]
®

| Anthocyanidine

Tableau 1.1 : Les principaux types de flavonoides.
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I. 5. 2. Biosynthése des flavonoides :

Les flavonoides sont des substances naturelles faisant partie des métabolites

secondaires extraits a partir du regne végétal. Elles jouent un réle important dans le
domaine thérapeutique ce qui explique l'intérét accru que suscite ce type de composés
et comme tous les autres produits naturels ils sont caractérisés par une voie
biosynthétique commune.
Le composé 4, 2°, 4°, 6’-tétrahydroxychalcone, précurseur général des flavonoides,
est issu d’une part, du malonyl-CoA sous I’action de I’enzyme chalcone synthase a
partir de la voie acétate-malonate, et, d’autre part, du 4-coumaroyl-CoA, via la voie
shikimate. Ce précurseur est métabolis¢ sous I’action d’une enzyme qui est la
chalcone isomérase pour la formation d’un flavanone (naringénine). Ce dernier réagit
en premier lieu avec I’enzyme flavone- synthase pour donner une flavone
(apigénine) ou avec la (2S5)-flavanone-3-hydroxylase pour donner un composé¢ de
type dihydroflavonol, le (2R, 3R)-dihydrokaempférol.

L’action de I’enzyme flavonol synthase ou dihydroflavonol-4-réductase sur le (2R,
3R)-dihydrokaempférol va engendrer respectivement un flavonol (kaempférol) ou un
flavan-3,4-diol (leucoanthocyanidol). Ce dernier en présence des enzymes spécifiques
se métabolise en flavan-3-ols (afzéléchol) ou en anthocyanidols (pélagonidol). Enfin,
en présence de la 3-O-glycosyltransférase, le pélargonidol se transforme en
anthocyanoside (pélargonidol-3-glucoside) [11].

Les composés flavoniques de chaque sous-classe ainsi obtenus peuvent ensuite étre
modifiés par des réactions d’hydroxylation, méthylation, glycosylation et acylation.
Les diverses étapes de la biosyntheése des flavonoides sont élucidées dans la figure
L.19.
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OH

OH (@]
4,2"4',6'"-tétrahydroxychalcone OH

Chalcone-isomérase 4,2, 4'-trihydroxyaurone

o

HO.

O
Flavone-synthase
B ——_
OH ¢}
flavanone(naringénine) OH 0
Flavone(apigénine)
(2S)-flavanone-3-hydroxylase
OH OH
HO N HO o
Flavonol-synthase
>
OH OH
OH o OH o)
Dihydroflavonol(2R,3R)-dihydrokaempférol Flavonol(kaempférol)
Dihydroflavonol-4-réductase
OH OH
HO o o HO o o
_—
OH OH
OH OH OH
Flavan-3,4-diol(leucoanthocyanidol) Flavan-3-ol(afzéléchol)
OH

OGlu

OH

OH
anthocyanidol(pélargonidol) anthocyanoside(pélargonidol-3-O-glucoside)

Figure 1.19 : Biosynth¢se des flavonoides.
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I. 5. 3. Intérét thérapeutique des flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe tres diversifi€é de métabolites

secondaires. Plus de 4000 structures ont ¢té répertoriées a ce jour [38]. Ils sont
consommes dans la vie quotidienne sous forme de fruits, 1égumes et boissons.
Les flavonoides sont responsables de la couleur des végétaux, par exemple la couleur
jaune des fleurs est due a des flavonoides jaunes comme les chalcones, les flavonols
et les aurones ; les couleurs rouges, violettes et bleues des légumes, fruits et fleurs
sont dues a des anthocyanes hydrosolubles [39]. Ainsi, les plantes exercent un effet
attracteur sur les insectes et les oiseaux pollinisateurs. Ils ont aussi un role dans la
protection des plantes et protégent les tissus végétaux contre le rayonnement ultra-
violet, les virus et les bactéries pathogeénes qui infectent les plantes.

A cause de leur diversité structurale, les flavonoides sont reconnus comme des
piégeurs de radicaux libres tels que les superoxydes, les peroxydes ou radicaux
hydroxyles [40]. Ils inhibent certaines enzymes comme I’histidine décarboxylase,
I’¢lastase, 1’aldose réductase, lipooxygenase et cyclooxygenase [41]. Ceci par la
formation de complexes avec les métaux comme le fer et le cuivre. De plus, ils
augmentent la fluidité des membranes cellulaires et diminuent la perméabilité des
capillaires sanguins et les rendent plus résistants : c’est une propriété connue sous le
nom de « vitaminique P ». Egalement, ils jouent un réle important dans la lutte contre
les maladies cancérogenes [42, 43].
Ils possedent aussi de nombreuses propriétés pharmacologiques : ils sont antioxydants
[44- 47], antiulcéreux, antiallergiques, anti-inflammatoires[44,48,49], antitumorales,
antivirales [44], antispasmodiques, cytotoxiques, anticarcinogénes [50], et
antidépressives [51].
Récemment, il a été montré qu’il existe une corrélation entre ’activité biologique et le
squelette structural des flavonoides, notamment dans 1’activité antioxydante [34],
Cette activité est due a la présence :

- D’une double liaison entre C2 et C3.
Du groupement hydroxyle en C3.
Du groupement carbonyle en C4

- De diverses hydroxyles portés sur les noyaux A et B.
D’autres ¢études épidémiologiques ont démontré qu’une consommation réguliere de

fruits, légumes et boissons diminue le risque de développement de maladies
cardiovasculaires et de 1’apparition de certains cancers. A cet effet la présence des
flavonoides au régime alimentaire humain est indispensable [52,53].

I. 6. Conclusion :

L’importance des produits naturels issus des plantes dans les différents domaines (
pharmaceutique, thérapeutique, agriculture et cosmétique) nous a conduit a nous
intéresser a la recherche et a 1’étude bibliographique de ces substances, nous avons
focalis¢ dans cette étude sur diverses familles de métabolites secondaires les plus
rencontrés du  genre Centaurea notamment les composés flavoniques, les
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monoterpenes, les sesquiterpenes et plus particuliecrement les lactones

sesquiterpéniques ainsi, que leur voie biosynthétique et leur intérét biologique et
pharmacologique.
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II. Les métabolites secondaires les plus fréquents du genre Centaurea et travaux

effectués sur l'espéce Centaurea omphalotricha publiés dans la littérature :

1I.1. Introduction :

Le nom Astéraceae est dérivé de mot grec « Aster » qui signifie €toile, en relation
avec la forme de la fleur, la famille Astéracées ou Composées représentent la plus importante
famille de la division des spermatophytes. Elle comprend prés de 25000 espéces connues,
groupées en 1500 genres repartis en 17 tribus répandues a travers le monde [1,2]. Elles sont
caractérisées par des fleurs formant des inflorescences trés denses, avec des antheres
adhérentes les unes aux autres. En Algérie, elle est représentée par 109 genres et plus de 408
especes [3].

Ce sont presque toutes des plantes herbacées avec souvent des racines charnues
(rhizomateuses, tubéreuses ou pivotantes). Mais il existe de rares especes arborescentes qui
peuplent principalement les régions tropicales de la planéte. Par exemple, les genres : Olearia,
Cassinia, Baccharis et Senecio [1] renferment dans leurs tissus des cellules ou des canaux
sécréteurs résineux, laticifeéres ou oléiferes [4].

Les Astéracées peuvent étre divisées en plusieurs tribus, certaines sont des légumes qui nous
sont familiers : laitue, artichaut, endive, chicorée, salsifis et topinambour. Le tournesol est
cultivé pour ses graines (cuisine, nourriture pour bétail et huiles industrielles). Quelques
Composées fournissent des produits variés : caoutchouc naturel (Taraxacum), colorants,
médicaments (Artemisia, Anthemis nobilis L., Arnica montana L.), insecticides
(Chrysanthemun cineraria Trev) et épices (Artemisia dracunculus L). Le plus souvent, les
Composées sont cultivées comme plantes ornementales, mais il faut aussi y inclure de trés
nombreuses « mauvaises herbes » [5].

De nombreuses especes de cette famille sont utilisées en médecine traditionnelle, ce qui
explique la richesse de ces plantes en substances naturelles bioactives.

Les sesquiterpenes lactones, les flavonoides, les coumarines, les composés phénoliques, les
terpenes ainsi que d’autres composés sont les principaux constituants chimiques des
astéracées [6].

I1. 2. Caractéristiques morphologiques des astéracées:

Les astéracées ont la caractéristique commune d'avoir des fleurs réunies en capitules,
c'est a dire serrées les unes aux autres, sans pédoncules, placées sur l'extrémité d'un rameau ou
d'une tige et entourées d'une structure formée par des bractées florales. Cette structure en
forme de coupe ou de collerette est appelée un involucre.

La fleur des astéracées est tres particuliere : les étamines sont soudées par leurs antheres
déhiscentes vers l'intérieur. Sous les stigmates sont situées des «brosses a pollen». La
croissance rapide du style permet un brossage du pollen et sa récupération. Une fois que le
stigmate a traversé le tube formé par les anthéres, les stigmates se déplient et exposent leur
face gluante au pollen. Il faut penser qu’a ce moment-1a, du nectar est sécrété.

Les fruits sont des akénes, souvent couronnés d'une aigrette de soies appelée Pappus qui
favorise la dispersion des grains par le vent [7].
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La famille des composées comprend des especes a inflorescences trés diversifiées, en dehors
de la structure commune en capitule. Ces espéces différent notamment par la forme de la
corolle. Les tubuliflores, comme le chardon, se caractérisent par une corolle tubulaire
terminée par un capitule en forme de disque treés simple. Les étamines et le pistil ont un role
purement fonctionnel. Les liguliflores, comme la chicorée et le pissenlit, ont une corolle de
fleurs en languettes. Les étamines et le pistil ont un réle fonctionnel. Tubulaire terminée par
un capitule en forme de disque trés simple. Les ¢tamines et le pistil ont un role purement
fonctionnel. Les radiées, comme le tournesol et la paquerette, ont des capitules constitués de
fleurs centrales cylindriques et de fleurs périphériques en languettes. La corolle est tubulaire a
la base et évasée a la périphérie

Pour déterminer la plupart des plantes de cette famille, il est nécessaire de récolter des
capitules défleuris, portant des fruits mirs ou déja bien formés. L'observation des bractées de
lI'involucre est également trés importante [8].

IL. 3. Le genre Centaurea

1I. 3. 1. Introduction :

Appartenant a la famille des astéracées, le genre Centaurea compte environ 700
especes et 600 sous-especes [9]. Il est répandu aussi bien sur le territoire algérien qu’en
Europe méridionale, dans le bassin méditerranéen, a 1’ouest de 1’Asie et sur le continent
américain [10,11].

En Algérie, le genre Centaurea est trés présent avec 45 especes qui sont décrites a travers le
territoire [10].

Les investigations phytochimiques réalisées sur ce genre de plantes montrent que les
centaurées sont trés riches en métabolites secondaires: notamment les lactones
sesquiterpéniques [12], les flavonoides [13], les composés acétyléniques [14], les alcaloides
[15] et les stéroides [16].

La plupart des lactones sesquiterpéniques isolés de genre Centaurea sont de type
germacranolide, guaianolide, ¢lémanolide, eudesmanolide...etc. Les germacranolides et les
guaianolides sont les composés les plus abondants de ce genre [17].

IL. 3. 2. Description botanique du genre Centaurea :

Les centaurées sont des plantes herbacées annuelles, bisannuelles ou vivaces, a feuilles
alternes. Comme pour toutes les composées, les fleurs, ou fleurons, sont disposées en capitule
multiflores homomorphes ou dimorphes, entourées d’un involucre ovoide ou globuleux a
bractées imbriquées sur plusieurs rangs. Dans le cas des centaurées, les fleurs sont toutes
tubulées, multiflores homomorphes ou dimorphes, celle de la périphérie (souvent stériles)
s’ouvrant largement en cinq lobes. Le plus souvent, leur couleur varie entre le rose, le pourpre
et le violet, mais il existe aussi quelques espéces a fleurs jaunes. Ces fleurs entourées d’un
involucre ovoide ou globuleux a bractées imbriquées et inégales sur plusieurs rangs, a la
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manicre des artichauts . Ces bractées peuvent étre ciliées (cas le plus fréquent) ou épineuses.
Leur observation est essentielle pour déterminer les espéces. Le réceptacle plan ou sub plan
est garni de soies abondantes. Les fruits sont des akénes longs ou ovoides, lisses, a hile latéral,
profond, barbu ou non, portant une aigrette assez courte, simple ou double, persistante ou
caduque [10].

Les Centaurées sont des plantes a résine ou a essence sans latex, ils se multiplient par touffes
ou par semis, généralement au printemps. Elles se rencontrent sur différents types d’habitats
tels que, les déserts et les semi-déserts, les pentes raides, les hautes montagnes, les terres
arables, les zones a inondations périodiques, les zones seéches et partiellement exposées au
soleil [18].

I1. 3.3. Les propriétés biologiques et pharmacologiques des Centaurées

Plusieurs especes du genre Centaurea sont utilisées dans la médecine populaire pour soigner
certaines maladies comme le diabéte, les thumatismes, la malaria, I’hypertension... [19].

Dans la médecine traditionnelle turque des variétés d’especes du genre Centaurea sont
utilisées pour soulager la douleur et I’inflammation, les symptomes de la polyarthrite
rhumatoide, la fiévre et les maux de téte [20].

Ces utilisations ont été confirmées par des études scientifiques qui ont mis en évidence
diverses propriétés biologiques telles que antipelliculaire, anti-diarrhéique, antirhumatismales,
anti-inflammatoire, cholérétique, diurétique, digestive, stomachique, astringent, antipyrétique,
cytotoxique et antibactériennes pour ces especes [21].

Par exemple, les fleurs de la plante C. Cyanus sont connues en Europe pour leur utilisation
dans la médecine traditionnelle pour traiter les petites inflammations oculaires et comme
diurétique, agent cholagogue, antimicrobienne, anti-inflammatoire et immunologique.
[22,23].

Les fleurs du genre Centaurea solstitialis L. ssp. solstitialis sont utilisées en Turquie pour
traiter les ulceres peptiques, l'ulcére gastro-duodénal, le paludisme, les rhumes, les maux
d'estomac, les douleurs abdominales et les infections herpétiques autour des levres [24,25].
Beaucoup d'autres especes du méme genre sont trés utilisées dans le domaine de la médecine
traditionnelle. Les espéces C Cyanus et C. Scabiosa sont utilisées contre la toux, les
démangeaisons et en tant que remédes ophtalmiques [26].

En outre, les especes C. Calcitrapa , C. Melitensis et C.Solstitialis sont utilisées pour leurs
effets hypoglycémiants tandis que les especes C. Calcitrapa, C.1berica et C. Jacea pour leur
activité antipyrétique [27].

L’évaluation comparative des extraits méthanoliques de cinq espéces turques du genre
Centaurea (C. kurdica, C. rigida,C. amanicola, C. cheirolopha and C. ptosimopappoides) a
montré des activités antioxydantes diverses et que ' espece C. cheirolopha est la plus active
[28].

Dans une autre étude sur plusieurs especes de centaurées, il a ¢ét¢ montré que l'espece
Centaurea diffusa a une activité antimicrobienne [29] et que les autres especes sont utilisées
pour traiter la fiévre, le diabéte et comme diurétique [30].
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Les parties aériennes avec ou sans fleurs de certaines especes du genre Centaurea sont
utilisées dans la médecine turque pour atténuer un large éventail de symptomes. Par exemple,
les fleurs de Centaurea iberica Trev. ex Sprengel et Centaurea solstitialis L. ssp. solstitialis
(CSS), et les parties aériennes de la Centaurea virgata Lam, sont utilisées contre les maux
d'estomac [20].

Parmi les effets biologiques exercés par les especes de Centaurea, il a été€ noté que plusieures
especes ont été particulierement recommandées contre les cas inflammatoires tels que les
abces (Centaurea iberica Trev. Ex Sprengel), I'asthme (Centaurea iberica Trev.ex Sprengel),
les hémorroides (Centaurea drahifolia Sm.), la cicatrisation des plaies (Centaurea iberica
Trev. Ex Sprengel, Centaurea virgata Lam., Centaurea pterocaula Trautv.), pour réduire la
fievre (Centaurea calcitrapa L., Centaurea iberica Trev. ex Sprengel, Centaurea jacea L.,
Centaurea solstitialis ssp. solstitialis), et les maux de téte (Centaurea solstitialis L. ssp.
solstitialis) [20].

Un large éventail d'effets thérapeutiques ont également été attribués a des especes Centaurea
dans les médecines traditionnelles a travers le monde, y compris, les maladies endocriniennes
(diabéte), les troubles inflammatoires (douleurs rhumatismales, antipyrétique), les symptomes
gastro-intestinaux (diarrhée, les indigestions et stomachique), les affections urogénitales
(diurétique, pour induire les menstruations), les problémes cardio-vasculaires (hypotension),
parasitaires et les infections microbiennes (antibactérien, antipaludique) [20].

Dans la médecine traditionnelle chinoise, Centaurea uniflora a ét¢ utilisée contre la fievre et
pour la désintoxication. L’extrait d'acétate d'éthyle de cette espéce inhibe la peroxydation
lipidique membranaire et a montré un effet anti-athérosclérotique. L'extrait aqueux de
Centaurea Chilensis a été utilis€ pour réduire la fievre et les douleurs rhumatismales.
Centaurea Ornate est également utilisée contre les douleurs rhumatismales et la Centaurea
sinaica est utilisée pour réduire la fievre. Les thés préparés a partir des parties aériennes de
différentes especes Centaurea sont également utilisés comme hypoglycémiant, tels que
Centaurea ornato, Centaurea aspera, Centaurea seridis var. maritima et Centaurea
melitensis. En raison de la saveur amere, les espéces de Centaurea sont également utilisées
comme tonique digestif ou stomachique comme Centaurea melitensis et Centaurea
pallascens. La Centaurea melitensis, Centaurea pallascens et la Centaurea sinaica sont
¢galement utilisées comme diurétique. En Espagne, les parties aériennes de Centaurea ornato
sont utilisées comme dépuratif et cholagogue, tandis que les racines sont utilisées comme
antispasmodique, cytostatique, diurétique, antipaludique, astringent, antinéoplasique,
allergene, stomachique, tonique et emménagogue sont des propriétés attribuées a la Centaurea
sinaica [20].
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I1.3.4. Etude bibliographique

D’apres la recherche bibliographique que nous avons réalisée sur cette plante, les seuls
travaux sont ceux effectués sur les parties aériennes de 1’espece Centaurea omphalotricha
Coss. & Durieu. Cette étude a montré que cette plante est trés riche en composés phénoliques

[31].

En effet I’étude de la phase dichlométhane de I’extrait hydro-alcoolique de cette espece a

permis la séparation et la détermination structurale de :

v’ quatre Flavones : Oroxyline A, Chrysine, Ténaxine II et 5, 7, 2’-trihydroxyflavone.

v" Un Flavonol : Quercétine.

v Deux Triterpénes pentacycliques a squelette lupane et ursane : Lupéol et Taraxastérol
respectivement

v Deux Stéroides : B-Sitostérol et Daucostérol .

Ro
Rl R2
HO 0 OMe H Oroxyline A
H H Chrysine
R, OMe OH Ténaxine II
OH o H OH 5,7,2'-trihydroxyflavone
29
¥
OH 2
OH
HO

OH

Lupéol

Tl

OH o) Quercétine

\\\\\\\\
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HO Taraxastérol

\\\\\\\\

29

26

OH

=
=
=

Daucostérol

OH

29

26

[B-Sitostérol
HO

I1. 3. 5. Les métabolites secondaires les plus courants du genre Centaurea.

Comme nous 1’avons mentionné précédemment, le genre Centaurea est une source
importante dans le regne végétal qui produit de nombreux produits naturels : notamment les
lactones sesquiterpéniques , les flavonoides, les polyphénols, les terpénes et les alcaloides.
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Les composés qui caractérisent ce genre sont connus pour leurs activités biologiques diverses

notamment 1’activité antioxydante et l'activité cytotoxique [32].

II. 3. 5. 1. Les sesquiterpénes lactones

Les investigations phytochimiques effectuées sur les especes du genre Centaurea ont révélé
que les sesquiterpénes lactone de type guaianolides, germacranolides, elemanolides et
eudesmanolides sont les composés les plus rencontrés dans ce genre contrairement a d’autres

types [33,34].

Le tableau II-1 représente quelques lactones sesquiterpéniques isolés du genre Centaurea.

Tableau II-1 : Quelques lactones sesquiterpéniques isolés du genre Centaurea

Composé Structure Type de Composé Plante Réf
Salonitenolide 1la
8a-angeloylsalonitenolide 1b
8a-(5-hydroxy)-angeloylsalonitenolide 1c
salonitenolide-8-0O-(4’-acetoxy-5’-hydroxyangelate) 1d
8a-(Z-2-Methyl-4-acetoxybut-2-enoyloxy)-15- 1e
hydroxygermacra-1(10),E,4Z,11(13)-trien-12,60-olide -
Onopordopicrin 1 .
Cricin 1s germacranolides
4’-acetylcnicin 1h
11, 13-dihydrosaloitenolide 2 C. Aspera 35
8-Ox0-15-hydroxygermacra-1(10),E,4Z-dien-113H-
. 3
12,6a-olide
Sténophylloide 4
Dihydrosténophylloide 5
Methyl 8a-(Z-2-hydroxymethyl-4-acetoxybut-2-
enoyloxy)-6a,1 5-d1hydrozzllteelema-l,3,l 1(13)-trien-12- 6d clemanolides
Elemacarmanin 6f
Hierapolitanin A 7 | lid
Hierapolitanin B 8 clemanotices . .
Hierapolitanin C 9 ' C. Hierapolitana 36
Hicrapolitanin D 10 eudesmanolides
(IR, 35,4S,58,6S,7R,85)-4B-(chloromethyl)-
3B,40-dihydroxy-8a-(3-formyl-2-methyl-prope- 1
noyloxy)-1aH,5aH,6BH,70H-guai-10(14),11(13)- -
dien-6,12-olide
(1R,385,4S,5S,6S,7R,8S)-4B-(chloromethyl)-3p,4a-
dihydroxy,8a-(sarracenoyloxy)-1aH, 5aH,68H,7aH- 12 . .
guai-10(14),11(13)-dien-6,12-olide guaianolides C.Scoparia 37
8a-hydroxy-3B-(benzoyloxy)-1oH,5aH,63H,7aH- 13
guai-4(15),10(14),11(13)-trien-6,12-olide =
3B-hydroxy-8a-(3,4-dimethoxybenzoyloxy)-
11B,13-dihydro-1aH,50H,6BH,7aH-guai-4(15), 14
10(14)-dien-6,12-olide
Onopordopicrin 15 germacranolide
Cnicin 16
4’-acetylcnicin 17
3’-acetylcnicin 18 .
salonitenolide-8-0-(4’-acetoxy-5’-hydroxyangelate) 19 germacranolides
8a-(5-hydroxy)-angeloylsalonitenolide 20
Onopordopicrin 21
8a-(3,4-dihydroxy-2-methylenebutanoyloxy)- . C.Moesiaca 38
( Y dehzfdromeliénsin o) 22 clemanolide
Malacitanolide 23
80-(3-hydroxy-4-acetoxy-2-methylenebutanoyloxy)-4- 24 eudesmanolides
epi-sonchucarpolide =
8a-acyloxy-1,15-dihydroxy-4E,10(14),11(13)- 25 .
Y }g,ermacratr}i/en— 1 g ,6a—01ic(le M) 26 germacranolides
Salonitenolide 1a .
80-0-[(4-acetoxy-5-hydroxy)-angeloyl]-salonitenolide 1d germacranolides C. grisebachii ssp 39
8a-0-(3,4-dihydroxy-2-methylene-butanoyloxy)- 2 clemanolide

11p,13-dehydromelitensin
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8a-hydroxy-4-epi-sonchucarpolide 83
8a-0-(4-acetoxy-3-hydroxy-2-methylenebutanoyloxy)-
. : 24 .
4-epi-sonchucarpolide = eudesmanolides
80-0-(3,4-dihydroxy-2-methylene-butanoyloxy)-4-epi- 23
sonchucarpolide =
Cnicin 16 germacranolide
8a—0—(3,4—dihydro?(y—2—met.hylene—_butan.oyloxy)— 23 cudesmanolide C. grisebachii ssp 39
sonchucarpolide (4-epi-malacitanolide)
Kandavanolide 30
salograviolide A 31
3-deacetyl-9-O-acetylsalograviolide A 32 guaianolides C. Nicolai 40
9-O-acetylsalograviolide A, 33
salograviolide B 34
Salonitenolide la
11B,13-dihydrosalonitenolide 96
Salonitenolide 8-O-(4'-acetoxy-5'-hydroxy)-angelate 1d germacranolides
Cnicin 4 iQ—acetate 1h Centaurea alba 41
Cnicin 16
Chlorojanerin 38
Chlorohyssopifolin A (centaurepensin) 39 guaianolides
Chlorohyssopifolin A (C-17 epimer) 40
3B,8a-0-di(4-hydroxy-tigloyl)-
laH,50H,6BH,7aH-guai-4(15),10(14),11(13)- 41
triene-6, 12-olide.
Cebellin F 42
80,4’-(hydroxytiglinate)-8-desacyloxysubluteolide 43
8-desacylrepin 44
a S’3S’5R’6R’17 5%:81(5)2 f 42)1111g1e(l}11130))_(g iznl_lydroxygual 3( 45 guaianolides C. Scoparia 42
6,12-olide
8-desacetylcentaurepensin-8-O-(4-hydroxytiglinate) 46
Chlorohyssopifolin A 47
80-hydroxy-1la,13-dihydrozaluzanin C 48
Desacylcynaropicrin 49
Chlorohyssopifolin B 50
Chlorojanerin 51
8-deacylcentaurepensin 8-O-(4-hydroxy)-
. 52
Tiglate =
Chloroscoparin 53
Chlorohyssopifolin B 54 . .
Diain 55 guaianolides C. Scoparia 43
Cynaropicrin 56
Deacylcynaropicrin 57
Janerin 58
Dehydrocostus 59
Jurineolide 60 germacranolides
3-ox0-4a-acetoxy-15-hydroxy-laH, SaH, 68H, 7aH,
11BH-guai-10(14)-ene-6,12-olide and
3-ox0-40-hydroxy- guaianolides C. Musimomum 44
15-hydroxy-1oH, 5aH, 6BH, 7aH, 11 pH-guai-10( 14)- 62
ene-6,12-olide.
80-hydroxy-118,13-dihydro onopordaldehyde. 63 eudesmanolide C. Granata 45
4P, 15-Dihydro-3-dehydrosolstitialine A monoacetate 36
aguerin B 64
17,18-desoxyrepin 65
19-desoxy-15-chlorojanerin 66
Cgﬁfz:(;a??;n g guaianolides C. Musimomum 46
linichlorin B diacetate 67
repin monoacetate 68
cynaropicrin diacetate 69
janerin diacetate 70
B-cyclocostunolide 71 eudesmanolide
Costunolide 72 germacranolide
Zaluzanin D 73
14-chloro-10B-hydroxy- 74 guaianolides C. Acaulis L 47
10(14)-dihydrozaluzanin D —
Santamarin 75 eudesmanolide
Kandavanolide 76 guaianolide
Cnicin 77
4’-acetylcnicin 78 Germacranolides C. thessala 34
80-[(4-acetoxy-5-hydroxy)-angelate]salonitenolide 79
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80-(3,4-dihydroxy-2-methylene-butanoyloxy)-dehydro-

AR 80
melitensin -
methyl 8a-(3,4-dihydroxy-2-methylene-
butanoyloxy)-6a,15-dihydroxyelema-1,3,11 (13)-trien- 81 elemanolides
12-oate
8a-(3-hydroxy-4-acetoxy-2-methylene-butanoyloxy) 82
dehydro-melitensin -
80-hydroxy-4-epi-sonchucarpolide. 83
Malacitanolide 84
4’-acetoxymalacitanolide 85
zi‘,ttlcm . 86 eudesmanolides C Attica
4-epi-carmanin 87
11B, 13-dihydro-8a- 88
hydroxy-4-epi-sonchucarpolide —
11B,13-dihydrocnicin 89
11p,13-dihydro-19-desoxycnicin 90 germacranolides
80-0-(4-acetoxy-5-hydroxyangeloyl)- 91
11p,13-dihydrocnicin -
80-O-(4-hydroxy-2-
methylenebutanoyloxy)-11f,13- 92
dihydrosonchucarpolide eudesmanolides
8a-0-(4-hydroxy-2-methylenebutanoyloxy)- 03 C. pullata 48
11B,13-dihydro-4-epi-sonchucarpolide =
80-0-(4-hydroxy-2-methylenebutanoyloxy)
L 94 .
Melitensin - elemanolides
Melitensin 95
11p,13-dihydrosalonitenolide 96 germacranolide
8a-hydroxy-11p,13-dihydro-4-epi-sonchucarpolide 97 .
80-hydroxy-11,13-dihydro-onopordaldehyde 98 cudesmanolides
Cnicin 77 germacranolide C. diffusa 49
Babylin A 99
Babylin B 100
Chloroﬁ;g slf)lpi Tolin ﬁ guaianolides C. babylonica 50
Janerin 103
Cebellin J 104
Subluteolide 105
repin 101 guaianolides C. conifera
Janerin 58 51
Cnicin 77 germacranolide
Dehydromelitensin 106 elemanolide C. cineraria
zaluzanin D 73
zaluzanin C 107
Janerin 103
Chlorojanerin 108
Cynaropicrin 56 guaianolides C. ptosimopappa 52
Deacylcynaropicrin 57
110,13-dihydro-deacylcynaropicrin 109
11,13-dihydro-deacylcynaropicrin 110
4p,15-dihydro-3-dehydro-solstitialin A 111
4’-a§ertl;(;lcrlllicin g germacranolides C. paniculata 53
Chlorojanerin 108
13-acetyl solstitialin A 112 guaianolides C. solstitialis 54
solstitialin A 113
Cnicin 77
Onopordopicrin 21 germacranolides
Dihydroamarin 114 C. nicaensis 55
(5R,6R,7R,8S, 108, 11S- 15-Hydroxy-8-( 1,2- ’
dihydroxyethyl)- 115 elemanolides
acryloxyelema-1,3-dien-6,12-olide (3)
aguerin B 64 guaianolide C. deflexa 56
onopordopicrin (1) 21 germacranolide
(1R, 4R, 5R, 6R, 7R, 8S, 10R)-1-Hydroxy-8-
methacryloxy-15-oxoeudesm- 116
11(13)en-6,12-olide eudesmanolides
(IR, 4S, 5R, 6R, 7R, 8S, 10R Methyl 1,6-dihydroxy-8- C. tweediei 57
methacryloxyeudesm- 117 '
11(13)-en-15-oic acid-12-oate
(6S, 7R, 8S)-8-(40-Hydroxymethacryloxy)-15-
oxohelianga-1(10), 4, 11 (13)- 118 héliangolide

trien-6, 12-olide
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(IR, 4S or R, 5R, 68, 7R, 8S)-15-Hydroxy-8-(40-
hydroxymethacroyloxy)-10 119 guaianolide
(14), 11 (13)-guaiadien-6,12-olide
Salo(rjlriltlecligli i Z Germacranolides C. affinis 58
Salonitenolide 1la
Cnicin 77 germacranolides
4’-O-acetylcnicin 1h
Malacitenolide 23
8a-0-
4-epi-sonchucarpolide 83 . .
eudesmanolides C. orphanidea 59
80-O-(4-acetoxy-3-hydroxy-2-methylene- 24
butanoyloxy)-4-epi-sonchucarpolide =
8a-0-(3, 4 dihydroxymethylen_ebutanoyloxy)— 2 clemanolides
Dehydromelitensin =
! 1,13—d1hyd(r:(;r(li§rs§;iect3/il;ynarop 1en 15169 guaianolides C. ptosimopappoides 60

Les structures des différents sesquiterpenes lactones isolés des espéces du genre Centaurea
cités dans le tableau II. 1 sont présentées dans les figures suivantes :

-39 -




Chapitre I1

métabolites secondaires du genre Centaurea

\\\\\\O H

n\\\\\\\\

-\\\\\\\\\

HO

I &~

a R=H

OH
OAc OAc
0 0 0 OH
d R F e R- =~ f r )‘\’H
OH
O OH

g R- OH h R ///JL\\H///L\\\///OAC

-40 -



Chapitre I1 métabolites secondaires du genre Centaurea

16 R=A 19 R=D 22
17 r=B 20 Rr-E
18 r-c 21 p-%

23 Rr-a 25 1Bp-OH
24 Rr-B
26 1o-OH
O OH o OH o OAc
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Ro
R R1 R2
RO nlIOR, 30 Ac H H
31 Ac H OH
32 H H OAc
33 Ac H OAc
° 34 Ac H H
OH
38
O
/CI
HO lllOR ? OH
39
cl 5 ° cl
o) ,\\\\\\\OH
40
O
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R,0

(0]
OH
ﬂ RI_ R2: /
(0]
"IOR4 42 R= )H/\/OH ,Ry=H
(0]
45 R= //JL\T¢4’\\ ,R,=H
Q Rl: Rz— H
(0]
43 R= //m\r¢9\v/OH
4 Rr=-H
(0]
46 R= //m\r¢k\v/OH
0]
47 r= cl
OH
50 R=H
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R 0 CH,OH
51 A
5_2 B gllife]
3 c )
54 D >\

CH,OH

HOH,C,
QO / H
o]
CH,OH
A: 2
o] H
B= 7 CH,OH
o) H
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7 CH,0Ac
D=H
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1 80 Rr-a

82 Rr-B

(o} OH
A= B=
OH
OAc
(e}
= / D=
OH
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II. 3. 5. 2. Les flavonoides

Les flavonoides sont largement distribués dans les especes du genre Centaurea :

I’apigénine, 1’hispiduline et la jaceosidine sont les flavones les plus répandues dans ce

genre.
La quercétine, kaempférol et centaureidine sont les flavonols les plus rencontrés dans

ce genre.
Les flavonoides O-glycosylés sont plus abondants que les C-glycosylés.

Le tableau II-2 représente quelques composés flavoniques isolés des especes du genre

Centaurea.
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Tableau II. 2
Composé Structure Plante Type de composé Ref
hispiduline 125
J:gz;iljigl: E C. hierapolitana flavones 36
kaempferol-3-O-rutinoside 128 flavonol
Pectolinarigenin 129 flavone
jaceidin 130 flavonols
centaureidin 131
desmethoxycentaureidin 132 flavone
kaempferol-3,6-dimethyl ether 133 C.Moesiaca flavonol 29
hispidulin 134 flavone
isokaempferide 135 flavonol
apigenin 136 flavone
axillarin 137 flavonol
5-hydroxy-6,7,3',4'-tetramethoxyflavone 138
5,3'-dihydroxy-6,7,4'-trimethoxyflavone 139 C. Granata flavones 45
pinocembrin 7-O-a-arabinopyranosyl-(1-
: 140
2)-B-glucopyranoside c doscabi
chrysin 7-O-B-galactopyranuronoside 141 - pseudoscabiosa flavones 61
baicalein 6-methylether-7-O-f- 142
galactopyranuronoside —
Centabractein 143
Bracteoside 144 C. bracteata Scop flavonols 62
Centaradixin 145 C. bracteata 63
Narlngenm-7-0—[3-.D- 146 flavone
glucuronopyranoside —
6-Hydroxykaempferol-?-O-B-D- 147 flavonol
glucuronopyranoside
hispidulin-7-O-B-D-glucuronopyranoside 148 flavone
apigenin-7-O-B-D- 149
methylglucuronopyranoside —
hispidulin- 7-0-B-D- - 150 C. Urvillei flavones 64
methylglucuronopyranoside
hispidulin-7-O-B-Dglucopyranoside 151
apigenin-7-0O-B-D-glucopyranoside 152
kaempferol 153 flavonol
apigenin 154
lﬁtiolin E flavones
erlodlcty01—7—0—B—D— 156 flavonol
glucuronopyranoside
cyanidin 3-0-(6-O-succinylglucoside)-5-
O-glucoside 157
centaurocyanin, apigenin 7-O- C. Cyanus flavones 65
glucuronide-4’-0-(6-O- 158
malonylglucoside)
Hispidulin 7-O-methylglucuronide 159 C. furfuracea flavone 66
patuletin 160
patuletin 7-O-glucoside 161
patuletin 3,7-di-O-glucoside 162
quercetagetin 163
uercetagetin 7-O-glucoside 164
5 6—me§10xykaemgpferol 165 flavonols
6-methoxykaempferol 7-O-glycoside 166 C. ruthenica 67
axillarin 167
axillarin 7-O-galactoside 168
axillarin 7-O-glucoside 169
jaceosidin 170 flavone
jaceosidin 7-O-glucoside 171
quercetin 3-O-glycoside 172 flavonol
6-C-glucosylluteolin (Isoorientin) 173
6-C-glucosyl apigenin (Isovitexin) 174 C. macrocephala flavone 68
algerianin 175 .
4 -methylgossypetin 176 C. Africana flavonols 69
Montanoside 177 C. Montana flavone 22
apigenin 136
eupatorin 178 C. Affinis flavones 58
salvigenin 179
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5- desmethylsinensetin 180
Apigenin 136
Cirsimaritin 181 C. Orphanidea flavones 59
Luteolin 155
3-Methoxykaempferol 182 flavonol
6-methoxyapigenin 183
6-meth0x§/lﬁt§olin @ flavones
6-methoxykaempferol 185 C. incana flavonol 70
hispidulin 7-O-glucoside 186 flavone
6-methoxyquercetin7-O-glucoside 187 flavonols
rutin 188

Les structures des différents flavonoides isolés des especes du genre Centaurea cités dans le
tableau II. 2 sont présentées dans les figures suivantes :

HO.

OH

Glucose

R2

OCH;
OCH,

OCH,4

OCH,

R3 R4
H H
. CH,0
H H
Rutinose H
R3 R4
CH; H
H OCH;
CH, OH
CH;4 OH
H H
H H
H H
H H
H OH

R1 R2
125 H CH;0
126 H CH;0
i Glucose
128 H H
R1
129 OCH;
ORs 130  OCH;
131 OCH,
132 OCH;
133 OCH;
134 OCH;
135 H
136 H
137 OCH,
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métabolites secondaires du genre Centaurea
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HO.
l o OH

HO OH o

HO,

HOOC

OH

158 OH

OH
HOOC

o. 0.
HO
OH
H,CO
OH o
159
R,
Rs
Ry o.
Ry Ry
OH o

160 Ry= OH; R, = OCHj3; Ry = OH; R4= OH; R5 = OH. 161 R; = OH; R, = OCHj3; Ry = OGlc; R4 = OH; R;
= OH. 162 R; = OGIc; R, = OCH3; R; = OGlc; R4 = OH; Rs; = OH. 163 R; = OH; R, = OH;
R3; = OH; R4 = OH; R5 = OH. 164 R; = OH; R, = OH; R3 = OGlc; R4 = OH; Rs = OH. 165 R; = OH; R, =
OCHj; R; = OH; R4 = H; Rs = OH. 166 R; = OH; R, = OCHj; Ry = OGly; R4 = H; Ry = OH. 167 R| =
OCHj; Ry = OCHj3; Ry = OH; R4 = OH; R5 = OH. 168 R; = OCHj3; R, = OCHj3; R = OGal; Ry = OH; R =
OH. 169 R; = OCHjz; R, = OCHj3; Ry = OGlc; R4 = OH; Rs= OH. 170 Ry = H; R, = OCH3; R3 = OH; Ry =
OCH3, R5 = OH. m Rl = H, R2 = OCH3, R3 = OGIC, R4 = OCH3, R5 = OH. m Rl = OH, RZ: H, R3 =

OH, R4 = OH, R5 = OH.
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Rs
Re
R4 o
R7
R3 R1
Ro o
Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7
178 H OH OCHj; OCHj; OH OCHj3 H
179 H OH OCHj; OCHj; H OCHj3 H
180 H OH OCH3 OCH3 H OCHj3 OCHj;
181 H OH OCHj3 OCHj; H OH H
182 OCHj3; OH H OH H OH H
183 H OH OCHj; OH H OH H
184 H OH OCH3 OH OH OH H
185 OH OH OCHj3 OH H OH H
186 H OH OCHj; 0O-Glu H OH H
187 OH OH OCH3 0-Glu OH OH H
188 ORut OH H OH OH OH H

II. 3. 5. 3. Les Lignanes

Les lignanes sont des substances naturelles végétales constituées principalement par
deux unités de phenylpropane. On les trouve dans les graines de céréales, les fruits et les
végétaux [71].

Les études phytochimiques effectuées sur les especes du genre Centaurea ont montré la
présence de ces substances dans de nombreuses espéces.

Le tableau II-3 représente quelques lignanes isolés des especes du genre Centaurea.
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Tableau II. 3 : Quelques lignanes isolés des especes du genre Centaurea

Composé Structure Plante Réf
Matairesinol 189 C. aspera 35
dehydrodiconiferyl alcohol 190 C. hierapolitana 36
Trachelogenin 191 C.moesiaca 38
Matairesinol 189 .
arctigenin 192 C. affinis 58, 68
lariciresinol 4’-O-B-D- 193
glucopyranoside - C. cyanus 72
Berchemol 194
Arctigenin 192
matairesinol 189 .
matairesinoside 195 C. scabiosa 73
7°(S)-hydroxyarctigenin 196
Matairesinoside 195
arctiin 197
Ame.rlcal'nn 193 C. americana 74,75
arctigenin 192
matairesinol 189
lappaol A 199
arctiin 197
matairesinoside 195 C. schischkinii 19
matairesinol 189
arctigenin 192
arctiin 197
matairesinoside 195
matairesinol 189 C. nigra 76
arctigenin 192
thujaplicatin methyl ether 200

Les structures des différents lignanes isolés des especes du genre Centaurea cités dans le
tableau II. 3 sont présentées dans les figures suivantes :
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II. 3. 5. 4. Les Alcaloides

Les alcaloides sont des composés hétérocycliques comportant un ou plusieurs atomes
d’azote et présents dans les plantes. Le mot alcaloide vient d’alcali, car ce sont des bases
organiques qu’on rencontre sous forme de sels d’acides naturels (acétique, oxalique,
citrique, lactique,...).
Le nom des alcaloides est souvent dérivé du nom de la plante dont ils sont issus et
comporte presque toujours la terminaison « ine ».
La classification des alcaloides est un peu difficile, on les a regroupés selon I’hétérocycle
principal qu’ils contiennent. Les alcaloides les plus importants appartiennent a la famille
de I’indole [77].
Plusieurs composés de ce type ont été isolés de nombreuses especes du genre Centaurea, le
tableau II-4 représente quelques alcaloides isolés des especes de ce genre.

Tableau II. 4 : Quelques alcaloides isolés des espéces de ce genre

Composé Structure Plante Réf
moschamine 201
montamine 202
cis-moschamine 203 C. Montana 22
centcyamine 204
cis-centcyamine 205
moschamine 201
cis-moschamine 203
centcyamine 204 C. Cyanus 23
cis-centcyamine 205
Schischkiniin 206 C. Schischkinii 19
Moschamide 207 C. Moschata 78
moschamine 201
N-(p-coumaroyl)- C. Nigra 76
. 208
serotonin =

Les structures des différents alcaloides isolés des especes du genre Centaurea cités dans le
tableau II. 4 sont présentées dans les figures suivantes :

OH

OH

HO
OoH OMe (—N
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II. 3. 5. 5. Triterpenes et stéroides

Les triterpenes sont des composés qui renferment dans leur squelette 30 carbones issus
de la cyclisation du 1’époxysqualéne. Ils sont trés abondants dans le régne végétal et animal
sous forme libre ou éthérifié. La cyclisation du cation formé par 1’epoxysqualene peut
conduire a la formation de plusieurs formes triterpéniques : acyclique, tétracyclique ou
pentacyclique. Le carbone en position 3 est presque toujours hydroxylé a cause de I’ouverture
de I’époxyde [79,80].

Les stéroides ne sont pas de vrais terpeénes mais des composés de biodégradation de
triterpénes qui dérivent du noyau perhydrocyclopenténophénanthréne.

En général, le squelette de base des stéroides en forme tétracyclique renferment 17 atomes de
carbones [81].

Ces composés sont largement répandus dans de nombreuses plantes appartenant au genre des
Centaurées. Le tableau II-5 représente quelques composés de type triterpénes et stéroides

isolés des especes de ce genre.

Tableau IL. 5 : Quelques composés de type triterpeénes et stéroides isolés des especes de ce
genre

Composé Structure | Type de Composé Plante Réf
17B,21B-epoxy-160- 209
ethoxyhopan-3f-ol =
3B-acetoxy-17,24-dioxo- 210 Triterpénes
baccharane - . .
3B-acetoxyhop-17(21)-ene 211 C. Prosimopappoides 60
17B,21B-epoxyhopan-3f3-ol 212
sti gmast.erol 213 Stéroides
a-amyrine 214
Moschatine 215 Stéroides C. Moschata 82

Les structures de ces composés sont présentées dans les figures suivantes :

-64 -



Chapitre I1 métabolites secondaires du genre Centaurea

H,CO

HO
HO OH

II. 3. 6. Activités biologiques de quelques composés isolés des espéces du genre
Centaurea

De nombreux métabolites secondaires sont décrits dans différentes espéces du genre

Centaurea et la plupart de ces composés posseédent des propriétés pharmacologiques
remarquables [83,84].
Les sesquiterpenes lactones sont des composés qui caractérisent la famille des astéracées et
notamment le genre Centaurea. Ces composés sont connus par leurs activités biologiques et
pharmacologiques diverses tels que : cytotoxique, antitumeur, antibactérienne et antifongique.
Plus de 5000 composés ont été identifiés dans les différentes classes des astéracées [85].

A titre d'exemple, les guianolides : chlorojanerine, 13-acetyl solstitialine A et solstitialine A
ont ¢t¢ identifiés comme des composants anti-ulcérogeénes de l'extrait chloroformique des
parties aériennes de Centaurea solstitialis ssp. Solstitialis [54].

D’autres études dans le domaine microbiologique ont montré que le composé 13-Acetyl
solstitialine A a une activité antibactérienne importante contre les souches isolées de E.
faecalis a concentration de 1 mg / ml. Cette valeur est proche des concentrations efficaces de
I’ampicilline. Le méme composé a également montré une importante activité contre le virus
de I'ADN, et est aussi puissant que le composé de référence acyclovir a des concentrations
maximales et minimales de 16 — < 0.00006 mg / ml [86].
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Dans une autre étude, il ét¢é montré que 1’Aguirine B a une importante activité
antiproliférative [56].

Les composés : cnicine , 4’-acetylcnicine, 8a-[(4-acetoxy-5-hydroxy)-angelate]salonitenolide,
8a-(3,4-dihydroxy-2-methylene-butanoyloxy)-dehydro-melitensin et  methyl  8a-(3.,4-
dihydroxy-2-methylene- butanoyloxy)-6a,15-dihydroxyelema-1,3,11 (13)-trien-12- oate
séparés de C. thessala ssp. drakiensis et C. attica ssp. attica ont montré qu’ils possedent des
activités antifongiques remarquables [34].

Les composés isolés de C. Urvillei: Kaempférol, apigenine, eriodictyol-7-O-B-D-
glucuronopyranoside, 3,5-dihydroxyphenethyl alcohol-3-O-B-Dglucopyranoside et salidroside
sont testés pour leurs activités antiproteasomales et les résultats obtenus ont montré que le
Kaempférol est le composé le plus actif par apport aux autres [64].

1I. 4. Conclusion :

Les différentes études phytochimiques réalisées sur diverses espeéces du genre Centaurea ont
montré sa richesse en métabolites secondaires de type : sesquiterpenes lactones, flavonoides,
alcaloides, lignanes, triterpénes et stéroides.

Les lactones sesquiterpéniques représentent la majorité des produits isolés et celui du noyau
de type germacranolides et guaianolides sont les composés les plus rencontrés dans ce genre.
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I11. Etude phytochimique de I’espece Centaurea Omphalotricha
ITI.1. Description botanique :

Corps des bractées moyennes et appendices concolores, plante saharienne vivace.
Fleurs jaunes, plante glabre ; multicaule ; ¢lancée (40-50 cm) et rigide. Feuilles lancéolées,
entieres ou lobulées a la base, coriaces et pétiolées, gros capitules (2 cm de large sur 3 de
long), bractées avec 3-7 épines latérales courtes. Akeénes jaunes clairs, de 3-4 mm, aigrette

aussi longue ou plus longue que le corps (Quezel. P and Santa. S, 1963).

I11.2. Place dans la systématique :

Embranchement ............oooiiiiiiiinina... Angiospermes

ClassSe couvvviiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiein Dicotylédones
Ordre..coiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie Astérales
Famille....cccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn, Compositae

Sous-famille ......ccevviiiiiiiiiiiiiiiiii, Tubiflores

TribU covvviiiiiiiiiii i Cynarées

GeNLe..oviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i Centaurea
Espece..ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee, Omphalotricha Centaurea Omphalotricha

II1.3. Matériel végétal :

La récolte du matériel végétal a été effectuée dans la région de Bechar (Sud Algérien),

en période de floraison au mois de mai 2004.

Le matériel végétal récolté¢ a été partagé en trois parties : fleurs, feuilles et tiges. Puis a été

séché a I’abri de la lumiére du soleil pendant une semaine.

La détermination botanique a été réalisée par le professeur Kaabache (Département des

sciences de la nature et de la vie, Université Ferhat Abbas, Sétif).
I11.4. Macération :

La matiere végétale, séchée et broyée (1104 g de feuilles ; 1500 g fleurs), est macérée
séparément avec un mélange hydro-alcoolique : Ethanol/Eau ; (80 :20 ;(v/v)) pendant 48
heures a température ambiante puis filtrée et concentrée sous pression réduite (cette opération

a été répétée trois fois).

Les deux extraits obtenus ont été dilués dans de ’eau distillée puis laissés au repos pendant

24 h puis filtrés.
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Les phases aqueuses obtenues apres la filtration ont subi une extraction liquide —liquide par

différents solvants commengant par le Chloroforme, I’ Acétate d’éthyle et enfin le n-Butanol.

Les phases organiques ainsi obtenues (chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol) sont
séchées sur du sulfate de sodium anhydre afin d’éliminer toutes traces d’eau, puis filtrées et

concentrées a sec sous pression réduite puis pesées.

Les différentes étapes de 1’extraction des parties aériennes (fleurs, feuilles) de Centaurea

omphalotricha sont représentées dans le schéma ci-dessous.
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Protocole d’extraction :

Matiere végétale seche Matiere végétale seche
feuilles (1104g) fleurs (1500g)

Macération avec le systeme
Ethanol / Eau (80 :20, V/V)

— =

Extrait brut feuilles Extrait brut fleurs

@ Y @

-Extraction avec du chloroforme (3 fois)
-Decantatlon concentration, a 35 °C

-

Extrait chloroformique feuilles Extrait chloroformique fleurs

Gg
-Extraction avec du acoet (3 fois)
-Décantation, concentration, a 35 °C
Extra1t Acoet feuilles (5.81g) ) @ C Extrait Acoet fleurs (04g) >
-Extractlon avec du n-but (3 fois)
-Décantation, concentration, a 35°C

Gxtrait n-but feuilles (29.8g) ) < Extrait n-but fleurs (12g) )
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IIL.5. Séparation et purification des produits:

La chromatographie est une méthode analytique largement utilisée pour la séparation des

produits selon leur polarité.
II1.5.1. Etude de I’extrait chloroformique (fleurs ; feuilles) :

Les tests chromatographiques sur plaques analytiques de gel de silice menés sur les deux
extraits chloroformiques (feuilles, fleurs) montrent que ces deux extraits sont presque
semblables. Les deux extraits réunis (10 g) ont été¢ dissous dans le minimum de solvant
(MeOH), puis mélangés avec un peu de silice et séchés sous vide jusqu'a I’obtention d’une
poudre homogene. Cette poudre a ét¢ déposée sur une colonne de gel de silice (300 g)
préparée dans [’éther de pétrole puis ¢€luée ensuite par 1’éther de pétrole enrichi

progressivement par de 1’acétate d’éthyle.

Des fractions de 25 ml sont recueillies et analysées par chromatographie sur couche mince

(CCM) et réveélées sous UV . Les fractions identiques sont rassemblées.
Les tableaux ci-dessous montrent les résultats obtenus.

Tableau III.1. A : Pourcentages de solvant utilisé et les fractions correspondantes
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e Tableau III.1. B : L’ensemble des fractions similaires
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II1.5.1.1. Etude des fractions F13, F14, F15, F16, F21 et F27:

Suivant leur apparition sous UV- visible et selon leur poids, les fractions sont séparées par
chromatographie préparative sur couche mince de gel de silice. Les fractions retenues sont les

suivantes : F13, F14, F15, F16, F21 et F27.
II1.5.1.1.A. Etude de la fraction F14 :

La fraction F14 (AcOEt/Ether de pétrole, 15:85) est soumise a une séparation
chromatographique sur plaques de gel de silice (GF 254) ¢éluées par un mélange éther de

pétrole/AcOEt/CHCIl; (7.5 :01 :1.5). Elle a permis d’isoler un produit pur sous forme de
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cristaux (aiguilles blanches) purifiés par lavages successifs a I’aide du méthanol. Ce produit

est noté 17. Le méme résultat a été obtenu lors de la séparation de la fraction F15.
I11.5.1.1.B. Etude de la fraction F27 :

La fraction F27 (720 mg, AcOEt/Ether de pétrole, 20 :80) est soumise a une sé€paration
chromatographique sur plaques de gel de silice (GF 254) ¢luées par un mélange
CHCI3/MeOH/H,0 (80 :09 :01) et a conduit a deux mélanges de produits par ordre de polarité
croissante. Le premier (149.6 mg) a subi une autre purification sur plaque de gel de silice
utilisant comme ¢luant le systéme CH,Cl,/MeOH/AcOH (80 :09 :01) et a donné un produit
d’aspect incolore nommé 9 (15.1 mg). Le deuxieme a également subi une purification sur une
plaque de gel de silice (CCM), utilisant comme éluant le systéme : CH,Cl,/MeOH/AcOH
(100 :10 :01) et a permis d’isoler un produit pur 8 (2.1mg) de couleur grise apres révélation

par I’acide sulfurique.

F27 (720 mg)

CHCl;/MeOH/H,0 Séparatign par
(80 :09 :01) Plaques préparatives

v v
Purification par

Plagues analytiques

Mélange 2 Mélange 1

CH,CIly/MeOH/AcOH CH,Cly/MeOH/AcOH

(100 :10 :01) (80 :09 :01)
y y

8 (2.1 mg) 9 (15.1 mg)

= Remarque :

Les séparations effectuées sur les autres fractions F13, F16 et F21 ont donné des mélanges

complexes de produits en quantité insuffisante pour des séparations successives efficaces.
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I11.5.1.2. Etude de la fraction F22 (22-26) :

Les fractions 22 a 26 (AcOEt/ether de pétrole 35/65 a 55/45) présentent, selon leur apparition
sur plaque analytique de gel de silice, des mélanges de produits trés complexes. Elles ont donc
¢té réunies en une seule fraction désignée par le symbole S (1.3g) pour une séparation
chromatographique sur colonne de gel de silice. Une masse de 1.3 g de la fraction a été
dissoute dans le minimum de solvant CH,Cl, puis déposée sur une colonne de gel de silice
préparée dans le CHyCl, et éluée ensuite par le CH,Cl, enrichi progressivement par le
MeOH. Le suivi de la colonne et le rassemblement des fractions ont été effectués sur la base

de leur apparition sous UV visible.
Les résultats obtenus sont rassemblés dans les tableaux suivants :

e Tableau III.2. A : Les pourcentages de solvant utilisé et les fractions correspondantes
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I11.5.1.2. A. Etude de la sous-fraction S4 :

L’analyse de la sous-fraction S4 (413.6 mg : 4 a 8% de MeOH) est purifiée sur colonne de

gel de silice avec comme systeme d’élution CH,Cl, :(CH3),CO.

Une masse de 413.3 mg de la sous-fraction S4 a été dissoute dans le minimum de solvant
CH,Cl; puis déposée sur une colonne de gel de silice préparée dans le CH,Cl, et €luée ensuite
par le CH)Cl, enrichi progressivement par le (CH3),CO. Le suivi de la colonne et le
rassemblement des fractions a été effectué¢ par révélation sous UV visible. Les sous-fractions

de S4 sont désignées par le symbole SR.
Les résultats obtenus sont rassemblés dans les tableaux suivants

e Tableau IIL.3. A : Les pourcentages de solvant utilisé et les fractions correspondantes
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e Suite du tableau II1.3. B : Fractions similaires
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111.5.1.2. A.1. Etude de la sous-fraction SR6

L’analyse de la sous-fraction SR6 (4.2 mg, CH,Cl,/Acétone 98:2 ) par une plaque analytique
de gel de silice CCM, utilisant comme systeme d’¢lution le CH,Cl,/AcOEt/(CH3),CO
(50 :10 :04) a montré, apres révélation par 1’acide sulfurique, une tache unique avec une

coloration jaune. Il s’agit d’un produit pur nommé¢ 7.
I11.5.1.2. A.2. Etude de la sous-fraction SR9

La sous-fraction SR9 (14.5 mg, CH,Cl,/Acetone 96:4) est soumise a une séparation sur
plaque de gel de silice (GF 254) éluée quatre fois par le systéme CH,Cl,/AcOEt/(CHj3),CO
(100 :10 :04) et a conduit a un produit pur nommée 3 (1.8 mg) et un mélange qui a subi une
autre purification sur une plaque analytique de gel de silice CCM ¢luée trois fois par le
systeme Et,O/Hexane (04 :01) pour conduire a un autre produit pur de couleur jaune, apres

révélation par ’acide sulfurique, nommé 12 (1.3 mg).

SR9 (14.5 mg)
CHZCIZ/ACOEt/(CHj')ZO ; X
(100 :10 :04) 4 fois Plaques préparatives
A
3 (1.8 mg) mg) Mélange
Et,O/Hexane (04 :01) Plaques analytiques
3 fois .

12 (1.3 mg)
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I11.5.1.2. A.3. Etude de la sous-fraction SR10:

La sous-fraction SR10 (16.9 mg, CH,Cl,/Acétone 96:4), est également soumise a une
purification par chromatographie sur plaque de gel de silice (GF 254) ¢éluée quatre fois par le
systeme Et,O/Hexane (05 :01) et a conduit a séparer un produit pur incolore nommé 11 (3.8

mg), donnant apres révélation a 1’acide une couleur jaune.
II1.5.1.2. A.4. Etude de la sous-fraction SR14:

La sous-fraction SR14 (19.3 mg, CH,Cly/Acetone 90:10), a été purifiée par chromatographie
sur plaque de gel de silice (GF254) ¢éluée quatre fois par le systeme Et,O/Hexane (05 :01) et a
conduit a séparer un produit pur incolore nommé 4 (3 mg), donnant apres révélation a 1’acide

une couleur verte foncée.
I11.5.1.3. Etude de la fraction F28 (28-29) :

Les deux fractions F28 (AcOEt/Ether de pétrole, 90 :10) et F29 (AcOEt pur), se sont avérées
presque identiques. Elles ont donc été réunies en une seule fraction désignée par le symbole Q
(1.27g). Aprés les essais chromatographiques menés sur cette fraction sur plaque analytique

de gel de silice CCM, le meilleur éluant choisi est le systeme CH,Cly/isopropanol (8 : 2).

Une masse de 1.27 g de la fraction a été dissoute dans le minimum de solvant CH,Cl, puis
déposée sur une colonne de gel de silice préparée dans le solvant CH,Cl, et éluée ensuite par
le méme solvant enrichi progressivement par 1’isopropanol. Le suivi de la colonne et le

rassemblement des fractions ont été effectués sur la base de leur révélation sous UV- visible.

Tableau II1.4. A : Les pourcentages de solvant utilisé et les fractions correspondantes
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e Tableau II1.4. B : Fractions similaires
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II1.5.1.3.A. Etude de la sous-fraction Q8:

La sous-fraction Q8 (113.3 mg, CH,Cly/ isopropanol 96:4), soumise a une séparation sur
plaque de gel de silice (GF 254) éluée cinq fois par le systtme Et,O/Hexane (02 :01), a
conduit a plusieurs bandes classées par ordre de polarité croissante qui sont purifiées de
nouveau sur plaques de gel de silice. La premicre est purifiée en utilisant le méme systeme
d’¢lution et conduit au produit 1 (1.3 mg) donnant apres révélation a 1’acide sulfurique une
tache de couleur verte foncée. La deuxiéme bande est purifiée sur plaque de gel de silice
utilisant comme systeme d’¢lution le mélange CH,Cl,/MeOH (92:08) et conduit a un
mélange, (4.1 mg), purifié sur une plaque analytique de gel de silice CCM ¢luée deux fois par
le systtme CH,Cl,/MeOH/H,O (100 :02 :01) pour conduire au produit 5 (2.2 mg) . La
troisiéme conduit au produit 15 (3.4 mg). sous forme d’une poudre jaune qui donne sous

lumiere de Wood (UV 365 nm ) donne une coloration noire violette.
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Les résultats de cette séparation sont regroupés dans le Tableau IILS :

Produits Poids Observations
jaune, absorbe sous UV 365, couleur jaune apres
15 3.4 mg Jaune, Y D ] p
révélation
1 13m incolore, absorbe sous UV 254, couleur verte foncée
> me apres révélation
Q8 (113.3 mg)
Et,O/Hexane (04 :01) Séparation par
5 fois Plaques préparatives
v
15 (3.4 mg) M¢lange M¢lange
Et,O/Hexane (04 :01) Purification CCM
3 fois
r . "
CH,CL/MeOH (92 -08) Séparation par
Plaques analytiques 1 (1.3 mg)
v
M¢élange Mélange
Purification sur CH,Cl,/MeOH/H,0O
Plaques analytiques (100 :02 :01) 2 fois
y
5 (2.2 mg)

I11.5.1.3.B. Etude de la sous-fraction Q9:

La sous-fraction Q9 (87.7 mg, CH,Cl,/ isopropanol 96:4) est soumise a une séparation sur
plaque de gel de silice (GF 254) éluée trois fois par le systeme Et,O/Hexane (02 :01). Elle a
conduit a un compos¢ pur de couleur verte foncée apres révélation par I’acide sulfurique, il

s’agit du produit 6 (4.6 mg).
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I11.5.1.3.C. Etude de la sous-fraction Q14:

La purification de la sous-fraction Q14 (14 mg, CH,Cl,/ isopropanol 94:6) sur plaque de gel
de silice CCM, utilisant comme systéme d’¢lution le Et,O/Hexane (03 :01) a montré apres
révélation par I’acide sulfurique une tache unique de couleur grise foncée, il s’agit d’un

produit pur nommé 10.
I11.5.1.3.D. Etude de la sous-fraction Q16:

La sous-fraction Q16 (115 mg, issue CH,Cly/ isopropanol 94:6) soumise a une séparation
chromatographique sur plaque de gel de silice (GF 254) ¢€luée quatre fois par le systéme :
Et,O/Hexane (03 :01) a donné deux mélanges de produits dont I'un a été purifié par le méme

¢luant trois fois pour donner un produit pur 2 (1.8 mg) de coloration verte apres révélation.

Q16 (115 mg)

Et,O/Hexane (03 :01) Séparation par CCM
4 fois

A A

Meélange | Me¢élange 2
Et,0/Hexane (03 :01) Purification par
3 fois Plaques analytiques

y

2 (1.8 mg)

II1.5.2. Etude de I’extrait Acétate d’éthyle (feuilles) :

Les essais chromatographiques menés sur 1’extrait acétate d’¢thyle de Centaurea
Omphalotricha sur des plaques analytiques de gel de silice ont permis de choisir le bon
systéme d’¢lution de la colonne concernée pour cet extrait. En effet, 5.8g de I’extrait a été
dissout dans le minimum de solvant (MeOH) puis est mélangé a un peu de silice et séché sous
vide jusqu'a I’obtention d’une poudre homogene. Cette poudre a été déposée sur une colonne
de gel de silice (200 g) préparée dans le chloroforme puis éluée par le chloroforme enrichi

progressivement par de 1’acétone.

Les fractions obtenues ont été analysées par chromatographie sur couche mince(CCM) puis

rassemblées selon leur profil visualisé sous UV- visible.
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Les tableaux ci-dessous montrent les résultats obtenus.

Tableau II1.6. A :
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Tableau II1.6. B :
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111.5.2.A. Etude de la fraction A7:

La fraction A7 (12.6 mg CHCls/Acetone 96:4 ) est soumise a une chromatographie sur plaque
de gel de silice (CCM) ¢€luée trois fois par le systeme Et,O/Hexane (02 :01). Elle a conduit a

isoler un composé pur 16 (09.1 mg). de coloration noire violette sous lampe UV a 365 nm et

jaune apres révélation par I’acide .
I11.5.2.B. Etude de la fraction M (A8-A12):

D’apres les résultats des tests effectués sur plaque analytique de gel de silice des sous-
fractions (A8 a A12), celles-ci se sont avérées de composition chimique presque similaires.
Elles ont donc été réunies en une seule fraction désignée par le symbole M d’une masse de

421.2 mg.
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Cette quantité¢ a été dissoute dans le minimum de solvant (MeOH), mélangée a un peu de
silice et séchée sous vide jusqu'a 1’obtention d’une poudre homogene. Cette poudre a été
déposée sur une colonne de gel de silice (55 g, 70-230 mesh ASTM) préparée dans CH,Cl,

puis ¢luée ensuite par le méme solvant enrichi progressivement par de 1’acétate d’éthyle.

Le suivi de la séparation de la colonne et le rassemblement des fractions ont été établis sur la
base des profils chromatographiques des fractions révélés sous UV- visible, les résultats

finals sont récapitulés dans les tableaux suivants :

Tableau IIL.7. A :
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II1.5.2.B.1. Etude de la sous-fraction M5:

L’analyse de la sous-fraction M5 (11 mg, 20% AcOEt) par une plaque analytique de gel de
silice CCM, utilisant comme systéme d’¢lution le CH,Cl,/MeOH (46 :04) a montré que cette

fraction renferme une seule tache majoritaire de coloration noire violette sous la lampe UV a
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365 nm et de couleur jaune apres révélation par 1’acide sulfurique. Il s’agit d’un produit pur

nommé 13.
111.5.2.B.2. Etude de la sous-fraction M7:

La sous-fraction M7 (21.8 mg, 25% AcOEt), soumise a une chromatographie sur plaque de
gel de silice (GF 254) ¢luée par le systeme CH,Cl,/MeOH/H,0O (100 :10 :01), a conduit a un
compos¢ pur 14 (11.3 mg) de coloration noire violette sous lampe UV a 365 nm et jaune

apres révélation par 1’acide sulfurique.
I11.5.2.B.3. Etude de la sous-fraction M9:

De la méme fagon, la sous-fraction M9 (353 mg, 30 % AcOEt), soumise a une
chromatographie sur plaque de gel de silice (GF 254) ¢luée par le
systéme CH,Cl,/MeOH/H,0 (100 :10 :01), a conduit a isoler un composé pur, 10 (2.5 mg), de
coloration grise foncée apres révélation a I’acide sulfurique. L’organigramme de séparation et
de purification des produits isolés des phases chloroformique et acétate d’éthyle de I’extrait

hydroalcoolique du Centaurea Omphalotricha est représenté ci-dessous.
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e Phase Chloroformique C. Omphalotricha.

Phase chloroformique (feuilles + fleurs)

Colonne gel de silice

[] L] [2aem ] EEraBEl

Purification + lavage 8
g
v
= F27 (720 mg)
17 S
2
E: Séparation plaques
S préparatives
\4 \4
Mélange 2 Mélange 1
Purification plaques
analytiques
y y
8 (2.1 mg) 9 (15.1 mg)
S1 S4 (413.6 mg) S8
Colonne gel de silice
A 4 |
SR1 7 (4.2mg) SR10 SR14 SR22
SR9 (14.5 mg) Purification
11 (3.8 mg) 4 (3 mg)
CH,Cly/AcOEt/(CH;3),CO ) ) I
(100 :10 :04) 4 fois Plaques préparatives
A 4
3 (1.8 mg) Mélange
Et,0/Hexane (04 :01) Plaques analytiques
3 fois
y

12 (1.3 mg)
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Fraction Q :

Q (1270 mg)

Colonne gel de silice

[o1] 2 an o | [ox

Purification Purification

6 (4.6 mg) 10

Q8 (113.3 mg)

Séparation par plaques
Et;O/Hexane (04 :01) préparatives
A 4
15 (3.4 mg) Mélange Mélange
Et,0/Hexane (04 :01) Purification sur plaques
Séparation par plaques analytiques
analytiques v
1 (1.3 mg)
CH,Cl,/MeOH (46 :04)
Mélange 2 Mélange 1
Séparation par plaques CH,Cl,/MeOH/H,O
analytiques
y
5022
(2.2 mg) Q16 (115 mg)
Et,0/Hexane (03 :01) Séparation par Plaques
4 fois analytiques
\4 \4
Meélange 1 Meélange 2
Purification par Plaques E60/Hexane (03 -01)
analytiques -
A
2 (1.8 mg)
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o Phase Acétate d’éthyle C. Omphalotricha

Phase Acétate d’éthyle (feuilles )

Séparation plaques

[7 ]

A 4

préparatives
13

14
(11.3 mg)
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Chapitre IV Résultats et discussions

IV. 1. Identification des produits isolés de I’espéce C. Omphalotricha.

IV. 1. 1. Elucidation structurale du composé 1 :

L’examen du spectre de masse a haute résolution enregistré en mode
electronébulisation positive [ESI(+)] (spectre 1-1) montre un pic quasimoléculaire a m/z=
411,1426 (cal : 411,1420) correspondant a [M+ Na]’, cette donnée permet d’une part de
déduire une formule brute C,;H,407 pour cette molécule et d’autre part de déduire la présence
de 10 insaturations dans cette molécule.

Spectre 1-1 : Spectre [ESI(+)] du composé 1.

Le spectre proton (spectre 1-2-b) de cette molécule montre deux doublets d’intégration d’un
proton pour chacun a 6= 6,27 ppm (J= 3,5 Hz) et 0= 5,65 ppm (J= 3,1 Hz).

Sur le spectre HSQC (spectre 1-3) Ces deux protons montrant des taches de corrélations avec
le méme carbone qui apparait a 6c = 122,5 ppm, cette observation indique que ces deux
protons sont portés par le méme carbone éthylénique. Retournant au spectre proton, ces
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signaux montrant un couplage allylique sont caractéristiques d’une y-lactone a, - insaturé. Ce
couplage est attribué aux interactions H-13a/H-7 et H-13b/H-7.

Spectre 1-2 : RMN '"H (CDCl; ; 500 MHz) du composé 1.

Spectre 1-2-a : Etalement du spectre 1-2.
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Spectre 1-2-b : Etalement du spectre 1-2

Spectre 1-3 : HSQC (CDCl; ; 500 MHz) du composé 1.
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L’étude du spectre RMN °C et les séquences DEPT 90 et 135 (Spectre-1-4) montrent la
présence des groupements suivants :

» sept carbones quaternaires dont:
e Trois carbonyles a 6 =170,28, 6 =168,94 et 6 =164,32 ppm.
e quatre a O =152,27 ppm; & =141,72 ppm; o =137,44 ppmet 0 =135,24 ppm
attribuables a des carbones éthyléniques.

» six CH dont:
e un a o =78,45 ppm (oxygéné) caractéristique d’un CH de fermeture d’une y-lactone
sesquiterpénique.
e deux autres CH oxygénés a 6 = 74,66 ppm et 6 =73,81 ppm
e trois non oxygénés a 0 =51,42 ; 6 =46,73 et 6 =45,37 ppm

» sept CH; dont :
e quatre éthyléniques a 6 =129,1; 6 =122,48; 6 =118,22 et 6 =113,62 ppm
e unoxygénéad = 62,32 ppm
e deux non oxygénés a 0 = 39,14 et 6 =37,10 ppm.

» un CH; a 6 =20,83 ppm.

Spectre 1-4 : RMN °C, DEPT 135 et 90 (CDCl; ; 500 MHz) du composé 1.
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Spectre 1-4-a : Etalement du Spectre 1-4

Spectre 1-4-b : Etalement du Spectre 1-4
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Tous ces ¢léments convergent vers un squelette de type sesquiterpene lactone comportant
trois doubles liaisons exocycliques et substitué¢ par une chaine constituée par un groupement
ester, une double liaison, extra chaine et un groupement acétate.

A ce stade de notre analyse nous pouvons déduire que les trois doubles liaisons exocycliques
se situent dans les positions C-10 — C-14, C-4 — C-15 et C-11 — C-13. Si on y ajoute la double
liaison éthylénique située sur la chaine latérale substituant le squelette sesquiterpenique, on
aboutit a six insaturations utilisées (trois doubles liaisons exocycliques sur le squelette
sesquiterpene lactone, une double liaison sur une chaine latérale, le carbonyle de la fonction
lactone ainsi que le cycle lactonique). Comme signalé plus haut, nous avons également un
carbonyle d’ester et un carbonyle du groupement acétate, ce qui porte a huit le nombre
d’insaturations utilisées. Comme tous les autres carbones de la molécule sont hybridés sp’
nous pouvons dores et déja déduire que le squelette sesquiterpénique de cette molécule est
bicyclique. Vu la présence des trois doubles liaisons exocycliques, ce squelette ne peut étre
que de type guaianolide.

Sur le spectre COSY (Spectre 1-5), les deux protons H-13a et H-13b montrent une tache de
corrélation avec le proton apparaissant sous forme d’un multiplet qui ne peut étre attribué
qu’a H-7. Ce dernier montre des taches de corrélations avec les protons apparaissant a 6= 4,29
ppm (dd, J=10,5 ; 9,0 Hz) et 6= 5,19 ppm (multiplet partiellement recouvert par un doublet
d’intégration correspondante a un proton), ces deux protons ne peuvent étre attribué qu’a H-6
et H-8. La multiplicité¢ du signal a 6= 4,29 ppm permet son attribution a H-6 car en effet, la
position C-5 ne peut étre occupé par plus d’un proton. A I’inverse, le proton résonnant a o=
5,19 ppm, montrant des taches de corrélations avec deux protons 1’'un a 6= 2,75 ppm (dd,
J=14,5; 5,0 Hz) et ’autre a 0= 2,44 ppm (dd, J=14,5 ; 3,5 Hz) ne peut étre attribué qu’a H-8.
Les deux protons montrant des corrélations avec lui sont attribués a H-9p et H-9a. Sachant
que les lactones sesquiterpéniques sont fermées soit en C-6 soit en C-8, nous avons examiné
le spectre HSQC (Spectre 1-3) de ce composé. En effet, sur ce spectre, le carbone du
groupement CH a 6= 78,4 ppm, caractéristique par la valeur de son déplacement chimique
d’un CH de fermeture d’une y-lactone, montre une tache de corrélation avec H-6. Cette
observation indique une fermeture en C-6. Par ailleurs, les déplacements chimiques de H-8
(5,19 ppm) et de son carbone (74,6 ppm) sont en faveur d’une estérification en C-8.
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Spectre 1-5 : COSY (‘H-'H) (CDCls ; 500 MHz) du composé 1.

Toujours sur le spectre COSY, H-6 permet la localisation de H-5 a 6= 2,89 ppm sous forme
d’un triplet de triplets (J=9,0, 1,5 Hz). Ce dernier montre des taches de corrélation avec les
deux protons de la double liaison exocyclique a 6= 5,53 ppm (¢, J=1,5 Hz) et 6= 5,41 ppm (%,
J=1,5 Hz) (6c= 113,6 ppm). Ces deux protons ne peuvent tre attribués qu’a H-15b et H-15a
respectivement. Cette observation confirme bien la présence d’une double liaison exocyclique
C-4 — C-15. Par ailleurs, H-5 montre une tache de corrélation avec le proton résonnant a 6=
3.02 ppm sous forme d’un ddd (J=10,5; 9,0, 7,5 Hz), ce proton ne peut étre attribué qu’a
H-1 vu que C-4 est quaternaire. Cette analyse confirme bien la nature guaianolide de ce
squelette sesquiterpénique.

Toujours sur le spectre COSY la localisation de H-1(dc= 45,4 ppm) mene a celle de H-2b a
0=2,22-2,27 ppm (m) et a celle de H-2a a 6= 1,75 ppm (ddd, J=14,5; 10,5 ; 7,0 Hz).
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Ces deux protons meénent a leur tour a la présence d’un seul proton en C-3 résonnant a 6= 4,60
ppm sous forme d’un triplet de triplets (J=7,0,; 1,5 Hz). Les valeurs des déplacements

chimiques de ce proton et de son carbone (6= 73,80) indiquent que cette position est
oxygénée.

A ce stade de notre étude structurale, nous avons une lactone sesquiterpénique de type
guaianolide oxygéné en C-3 et estérifiée en C-8. (Figure 1-1).

Figure 1-1 : Structure partielle du Composé 1.

D’aprées la formule brute qui est C, Hy407 et le spectre 13C, il nous reste un groupement

acétate, un groupement CH, oxygéné, un carbone quaternaire éthylénique et un CH;
¢thylénique.

Toutes ces informations sont confirmées dans le spectre proton ot 1’on observe:

- Deux singulets d’intégration d’un proton pour chacun a 6= 6.0 ppm et 6= 6.49 ppm
correspondant d’un groupement éthylénique.

- Un singulet d’integration deux protons a 0= 4,88 ppm attribuable a un groupement
CH, hybridé SP°.

- un singulet a 6= 2,14 ppm correspondant a un groupement méthyle.

L’ensemble de ces données menent a la structure plane reportée dans la figure 1-2.
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AcO

HO (0]

(0]

Figure 1-2 : Structure plane du composé 1.

Les protons H-5, H-6 et H-7 montrent tous des interactions de couplage de type axial-axial (J
H-1, H-5 = 9,0 Hz, J H-5, H-6 = 9,0 Hz). Cette observation confére une orientation a au
proton H-5 vu que H-6 est en orientation B. L’orientation a de H-1 découle de la valeur de sa
constante de couplage avec H-5, celle de H-3 est établie par analogie avec la cynaropicrine.
L’ensemble de ces données menent a la structure 4’-Acétyl cynaropicrine reportée dans la
figure 1-3.

Ce composé¢ est reporté pour la premicre fois dans la littérature.

AcO

Figure 1-3 : Structure finale du composé 1.
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Tableau 1-1 : Données spectrales de RMN'"’C ; DEPT135 et DEPT90°(CDCI3, 500MHz) du

compos¢ 1.
C d (ppm) DEPT et HSQC
1 45,4 CH
2 39,1 CH,
3 73,8 CH
4 152,3 Cq
5 51,4 CH
6 78,4 CH
7 47,7 CH
8 74,6 CH
9 37,1 CH,
10 141,7 Cq
11 137,4 Cq
12 168,9 Cq
13 122,5 CH,
14 118,2 CH,
15 113,6 CH,
1’ 164,3 Cq
2’ 1352 Cq
3 129,1 CH,
4 62,3 CH,
OAc 20,8 170,3 CHs ; Cq

Tableau 1-2 : Données spectrales de RMN 'H (CDCI3, 500MHz) du composé 1.

H 6 (ppm) Multiplicité J [Hz]

1 3,02 ddd 10,5;9,0; 7,5
2a 1,75 ddd 14,5;10,5;7,0
2b 2,22-2,27 m -

3 4,60 tt 7,0; 1,5

5 2,89 tt 9,0; 1,5

6 4,29 dd 10,5;9,0

7 3,20-3,25 m -

8 5,19 m -

9a 2,44 dd 14,5; 3,5
9b 2,75 dd 14,5;5,0
13a 5,65 d 3,1
13b 6,27 d 3,5
14a 4,98 S -
14b 5,19 S -
15a 5,41 t 1,5
15b 5,53 t 1,5
3’a 6,00 S -
3’b 6,49 S -

4 4,88 s -
OAc 2,14 S -
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IV.2. Elucidation structurale du compose 2 :

L’examen du spectre RMN °C (Spectre-2-1) de ce composé montre la présence de 22
atomes de carbones. De plus, la comparaison des donnés de ce spectre avec celui du composé
1 (Tableau-2-1) montre une grande similarité¢ dans les valeurs des déplacements chimiques
avec la présence du groupement acétate (oc= 20,8 ; 170,7), cette observation est aussi
confirmée dans le spectre de proton ou on observe la présence du groupement CHs sous forme
d’un singulet a 6= 2,15 ppm. On note cependant la présence d'un méthyle additionnel
déblindé dans ce spectre a 6= 1,98 ppm. (Spectre-2-2). On note également comparativement
au spectre proton du composé 1, la disparition des signaux correspondants aux protons
¢thyléniques 3'a et 3'b a 6,00 ppm et 6,49 ppm respectivement et l'apparition d'un proton
vinylique a 6= 6,85 ppm.

Position oc (Composé 1) oc (Composé 2)
1 45.4 45,4
2 39,1 39,1
3 73,8 73,9
4 152,3 152.3
5 51,4 51,4
6 78,4 78,6
7 47,7 47,9
8 74,6 74,5
9 37,1 37,3
10 141,7 141,8
11 137,4 137,4
12 168.,9 169,0
13 122,5 122,1
14 118,2 118,1
15 113,6 113,6
1’ 164,3 166,1
2’ 135,2 130,2
3’ 129,1 136,4
4 62,3 61,0
5 - 12,9

OAc 20,8; 170,3 20,8 170,7

Tableau-2-1 : Déplacement chimique "*C des composés 1 et 2.
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Spectre 2-1 : RMN °C (CDCl; ; 500 MHz) du composé 2.

Spectre 2-2 : RMN 'H (CDCl; ; 500 MHz) du composé 2.
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Le spectre de proton (spectre 2-2) montre les deux doublets a 6= 6,27 ppm (J= 3,5 Hz) et 6=
5,62 ppm (J= 3,1 Hz) attribués a H-13a et H-13b montrant un couplage allylique
caractéristique correspondant aux interactions H-13a/H-7 et H-13b/H-7. Cette observation
confirme la présence de double liaison exocyclique C-11 — C-13 ainsi que les deux doublets a
0=4,98 et 5,19 ppm correspondants aux protons 14 a et 14b respectivement et les deux
doublets a 5,41 et 5,55 ppm correspondants aux protons 15a et 15b respectivement.

On peut trouver également dans le spectre COSY (Spectre 2-3) toutes les taches de
corrélations entre les protons H-13a et H-13b avec le proton H-7 apparaissant sous forme
d’un multiplet entre &= 3,21-3,26 ppm. Les corrélations entre ce proton et les protons H-6 et
H-8 permettent de remonter successivement aux protons H-5 d'une part et aux protons H-9f3 et
H-9a d'autres part comme cela a été fait dans le cas du composé 1.

Spectre 2-3 : COSY (‘H-'H) (CDCl; ; 500 MHz) du composé 2.

Le proton H-5 montre des taches de corrélation avec les deux protons de la double liaison
exocyclique chacun sous forme d’un triplet a 6= 5,55(J= 1,5 Hz) ppm et 6= 5.41 ppm (J= 1,5
Hz). Ces deux protons sont attribués a H-15b et H-15a respectivement. Cette observation
confirme bien la présence de la double liaison exocyclique C-4 — C-15. Par ailleurs, H-5
montre une tache de corrélation avec le proton résonnant a 6= 3,03 ppm (ddd, J=11,0; 10,5 ;
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7,5 Hz), ce proton ne peut €tre attribu¢ qu’a H-1 vu que C-4 est quaternaire, cette analyse
confirme bien la nature guaianolide de ce squelette sesquiterpénique.

Toujours sur le spectre COSY la localisation de H-Imeéne a celle de H-2b a 6= 2,28 ppm (dt,
J=13,0; 7,5 Hz) et a celle de H-2a a 6= 1,77 ppm (ddd, J=13,0 ; 10,5 ; 7,5 Hz).

Ces deux protons ménent a leur tour a la présence d’un seul proton en C-3 résonnant a 6= 4,61
ppm sous forme d’un triplet de triplets (J=7,5 ; 1,5 Hz). La valeur de déplacement chimique
de ce proton indique que cette position est oxygénée.

A ce stade de notre étude structurale nous avons confirmé la parfaite similitude pour ce qui est
du squelette sesquiterpenique entre les produits 1 et 2. La différence entre les deux se situe
bien dans la chaine substituant le proton H-8. (Figure 2-1).

(0]

*Cq %

O O

“

0

Figure 2-1 : Structure partielle du Composé 1.

La disparition des protons éthyléniques H-3'a et H-3'b, 1'apparition d'un proton vinylique
(Spectre 2-2) de cette molécule montre la présence d’un signal d’intégration d’un proton sous
forme d’un triplet de quadruplets a 6= 6,85 ppm (J =6,1; 1,2 Hz), de méme l'apparition du
singulet correspondant a un groupement méthyle a 1,98 ppm oriente vers la chalne latérale
représentée ci -dessous : (Figure 2-2).

Figure 2-2 : entité présente dan le composé 2.

Cette hypothése est confirmée sur le méme spectre ou la présence d’une part un doublet
d’intégration de deux protons a 6= 4,83 ppm (J= 6,/ Hz) la valeur de son déplacement
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chimique, leur multiplicité et leur équivalence magnétique indiquent qu’ils sont géminés,
oxygénés et proches d’un carbone quaternaire.

Il nous reste le groupement acétate d’éthyle, qui est placée comme dans le cas du composé 1
en position terminal par rapport a la chaine latérale.

L’ensemble de ces données conduit a la formule reportée dans la figure 2-3.

OAc

Figure 2-3 : Structure plane du composé 2.

Les protons H-5, H-6 et H-7 montrent tous des interactions de couplage de type axial-axial (J

n-1, 15 = 11,0 Hz, J s, ue = 11,0 Hz). Cette observation confére une orientation o au proton
H-5 vu qu’H-6 est en orientation J.

L’ensemble de ces données ménent a la structure de 4’-acetyl cebelline F reportée dans la
figure 2-4.

Ce composé est reporté pour la premiere fois dans la littérature.

OAc

Figure 2-4 : Structure finale du composé 2.
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Tableau 2-2 : Données spectrales de RMN 'H (CDCls, 500MHz) du composé¢ 2.

H o (ppm) Multiplicité J [Hz]

1 3,03 ddd 11,0; 10,5; 7,5
2a 1,77 ddd 13,0; 10,5; 7,5
2b 2,28 dt 13,0; 7,5

3 4,61 1t 7,5, 1,5

5 2,89 1t 11,0; 1,5

6 4,28 dd 11,0; 9,0

7 3,21-3,26 m -

8 5,16 ddd 9,3;5,1;4,0
9a 2,41 dd 14,6 ;4,0
9b 2,74 dd 14,6 ;5,1
13a 5,62 d 3,1
13b 6,27 d 3,5
14a 4,98 s -
14b 5,19 s -
15a 5,41 t 1,5
15b 5,55 t 1,5
3 6,85 tq 6,1;1,2
4 4,83 d 6,1
5 1,98 d 1,2

OAc 2,15 s -
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IV. 1. 3. Elucidation structurale du composé 3 :

L’examen du spectre de masse a haute résolution enregistré en mode
¢lectronébulisation positive (TOF-HRESI-MS positive) (Spectre-3-1) montre la présence
d’un ion a m/z =329,1369 correspondant a la formule C,7H»,0sNa (Cal : 329,1365), indiquant
une formule brute C7H,,0s pour cette molécule, cette donnée permet également de déduire
sept insaturations dans cette molécule.

Spectre 3-1 : Spectre (TOF-HRESI-MS positive) du composé 3.

L’examen des spectres de RMN'C, DEPT 135 et 90° (Spectre 3-2) confirme la
présence de 17 atomes de carbone que nous pouvons répartir comme suit :

» cinq carbones quaternaires dont :

e 2 carbonyles, I'un a 6= 169,73 ppm caractéristique d’un carbonyle d’une y-lactone a,
B-insaturée et I’autre a 6= 170,63 ppm caractéristique d’un carbonyle d’un ester.

e 2Cqad=138,71 et 6= 137,45 ppm attribuables a deux carbones éthyléniques.

e 1 Cqad=42,03 ppm attribuable a un carbone hybridé sp3 et non oxygéné.
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» cinq groupements CH dont :

e 1 CH ¢éthyléniques a 0= 145,98 ppm.

e | CH oxygéné a 6= 78,33 ppm caractéristique d’un CH de fermeture d’une y-lactone
e 1 CH oxygéné a 6= 67,51 ppm.

e 2 CH hybridé sp3 et non oxygénés a 6= 55,05 et 6= 51,58 ppm.

» cinq groupements CH; dont :

e 3 CH; éthyléniques a 6= 120,47 ; 6= 116,87 et 6= 112,96 ppm.

e | CH; oxygénés a d = 67,27 ppm.

e 1 CH; hybridé sp3 et non oxygéné a 6= 49,80 ppm.

» deux groupements méthyles a 6= 20,98 et 0= 19,05 ppm.

Spectre 3-2 : Spectre de RMN B¢, DEPT 135 et 90° (CDCl3, 500 MHz) du composé 3
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Spectre 3-2-a : étalement du spectre 3-2.

Spectre 3-2-b : étalement du spectre 3-2.
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Ces données associées a celle de la spectroscopie IR montrant une bande & 3420 cm™
correspondant a la présence d'un groupement hydroxyle, indiquent un squelette de type
sesquiterpene lactone substitué par un groupement acétyl et un groupement hydroxyle. Les
insaturations sont réparties comme suit : 3 insaturations correspondants au trois groupements
CH; ethyléniques exocycliques , dont l'une est incluse dans le groupement lactone o,
insaturée pour lequel on comptabilise deux insaturations suplémentaires et une insaturation
pour le groupement acétate totalisant ainsi un nombre de six insaturations. Le compos¢ 3 est
donc une lactone sesquiterpenique monocyclique qui ne peut étre compte tenu des données
disponibles que de type élémanolide.

L’examen simultané des spectres RMN 'H (Spectre 3-3) et HSQC (Spectre 3-4) montre une
corrélation entre le groupement CH; éthylénique a oc = 112,96 et les deux protons résonnant a
0= 6,23 ppm (d ; J = 3,0 Hz) et 6= 6,03 ppm (d ; J = 2,8 Hz) indiquant un couplage allylique
caractéristique d’un groupement CH, conjugué¢ avec le carbonyle d’une y-lactone
sesquiterpénique. Ces deux protons sont par conséquent attribuables respectivement a H-13b
et H-13a de la double liaison exocyclique C-11 — C-13, le carbone du groupement CH, est
attribu¢ au C-13.

Spectre 3-3 : RMN 'H (CDCI3, 500 MHz) du composé 3.
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Spectre 3-3-a : étalement du spectre 3-3.

Spectre 3-3-b : étalement du spectre 3-3.
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Spectre 3-4 : Spectre HSQC (CDCIl3, 500 MHz) du composé 3.

L’examen du spectre COSY ('H-'H) (Spectre 3-5) et la connaissance de H-13a et H-13b
permettent la localisation de H-7 résonnant sous forme d’un tt (/= 11,4 ; 3,0 Hz) a 6= 2,67
ppm. Ce dernier correle avec deux protons résonnant a 6= 4,15 ppm (td ; J=11,4 ; 4,1 Hz) et
0=4,16 ppm (t ; J= 11,4 Hz). Ces deux protons corrélant avec deux carbones différents (6¢c =
67,5 et dc= 78,3 ppm respectivement) sur le spectre HSQC (Spectre 3-4), portés par des
carbones oxygénés d’apres les valeurs de leurs déplacements chimiques, ayant des signaux de
multiplicité triplet de doublets et triplet, sont attribuables a H-8 et H-6 respectivement. Ces
attributions permettent de tirer deux informations. D’une part, la corrélation de H-6 sur le
spectre HSQC avec le carbone du CH a 6c = 78,3 ppm, dont la valeur du déplacement
chimique est caractéristique du point de fermeture d’une y-lactone, indique que cette lactone
sesquiterpénique est fermée en C-6.

D’autre part, la multiplicité du signal de H-8 permet de déduire I’absence de substituant en C-
9. En effet, le spectre COSY (Spectre 3-5) permet aisément de localiser le proton H-93
(équatorial) a 6= 1.91 ppm (dd ; J= 13,1 ; 4,1 Hz) et le proton H-9a (axial) a 6= 1,70 ppm (dd
; J=13,1; 11,4 Hz).

La multiplicit¢ des signaux de ces deux protons confirment que le carbone C-10 est
quaternaire.
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Spectre 3-5 : Spectre COSY (lH-lH) (CDCI3, 500 MHz) du composé 3.

Grace aux protons H-9 et a I’analyse du spectre HMBC (Spectre 3-6), le carbone C-10 et
localis¢ 6c = 42,0 ppm. Toujours sur le spectre HMBC, le carbone C-10 montre des
corrélations avec les protons suivants :

e Le proton résonnant a 6= 2,46 ppm (d ; J = 11,4 Hz) attribuable a H-5 (6c= 51,5 ppm).
Cette attribution est justifiée par la corrélation de ce proton avec H-6 sur le spectre
COSY.

e les protons du méthyle résonnant sous forme d’un singulet a 6= 1,14 ppm (6c= 19,0
ppm) permettant son attribution au C-14, cette attribution est appuyée par le couplage
longue distance observé sur le spectre COSY entre les protons de ce méthyle et le
proton H-9a.

e les deux protons du CH; éthylénique résonnant sous forme d’un doublet chacun a 6=
5,05 (/= 10,7 Hz) et 6= 5,11 (J = 17,4 Hz) sont attribuables a H-2a et H-2b (dc =
113,0 ppm). Cette attribution est confortée par les corrélations observées entre ces
deux noyaux et le proton éthylénique H-1 sur le spectre COSY.
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Spectre 3-6 : Spectre HMBC (CDCI3, 500 MHz) du composé 3.

Spectre 3-6-a : Etalement du spectre 3-6.
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Spectre 3-6-b : Etalement du spectre 3-6.

Ainsi a ce stade de la recherche de la structure du composé 3, la localisation du C-10 a permis
de mettre en évidence un squelette sesquiterpénique comportant une jonction C-10 — C-5, un
groupement vinyle et un groupement méthyle en C-10. Toutes ces données confirment que le
squelette est de type élémanolide.
Par ailleurs, toujours sur le spectre HMBC, le proton H-5 montre une corrélation avec :
e le carbone du groupement CH; éthylénique a 6c = 116.9 ppm attribuable au carbone
C-3 (6H-3b = 5,45 et dH-3a= 5,05 ; un singulet chacun).
e le carbone éthylénique quaternaire a 6c= 138,7 ppm attribuable au C-4.
e le carbone du groupement CH, oxygéné a dc = 67,2 ppm attribuable au carbone C-15
(0H-15b =4,57 et 6H-15a= 4,52 un doublet chacun, J =13,6 Hz).
La synthése de 1’ensemble de ces données mene a ce stade de notre étude structurale a un
¢lémanolide fermé en C-6 et comportant deux substituants oxygénés, un en C-15 et ’autre en
C-8.
Comme signalé plus haut grice a I’analyse du spectre de RMN °C, ce composé comporte un
ester. La valeur du déplacement chimique du groupement CH; (4,55 ppm) est en faveur de la
présence de ce groupement en position C-15. L’ensemble de ces données méne a la structure
partielle reportée dans la figure 3-1.
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Figure 3-1 : Structure partielle du composé 3.
La détermination des substituants (R; et R»):

Sur le spectre HMBC le carbonyle du groupement ester résonnant a 6¢c = 170,6 ppm montre
une tache de corrélation avec les protons du groupement CH; résonnant sous forme d’un
singulet a & = 2,13 ppm. Cette observation permet de placer ce groupement CH3 a proximité
du carbonyle de I’ester. Cette hypothése est confirmée par la présence de la corrélation
observée sur ce méme spectre (HMBC) entre les protons du groupement CH, oxygéné en
position C-15 et le carbonyle de 1’ester.

D’apres la formule brute de la molécule C;7H»,0s5 le substituant R; ne peut étre qu’un
hydrogéne.

La stéréochimie des centres asymétriques du squelette sesquiterpénique est établie selon les
constations suivantes :

» le carbone C-10 : Pour les ¢lémanolides, la biogénése impose une orientation a a la
liaison C-10 — C-1, les liaisons C-10 — C-9 et C-10 — C-5, faisant partie du cycle a six
chainons, le méthyle (C-14) aura une orientation 3 (axiale).

» Les protons H-5, H-6, H-7 et H-8 montrent tous des interactions de couplage de type
axial-axial (J H-5, H-6 = J H-6, H-7 = J H-7, H-8 = 11,4 Hz). Cette observation
confére une orientation o au proton H-5, B au proton H-6, o au proton H-7 et B au
proton H-8. Ces stéréochimies sont toutes confirmées par le spectre NOESY (Spectre
3-7) qui montre en particulier : des taches de corrélation NOE entre H-5, H-7 et H-9a.
et également entre les protons du méthyle-14, H-6 et H-8.
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Spectre 3-7 : Spectre NOESY (CDCI3, 500 MHz) du composé 3.

L’ensemble de ces données menent a la structure 15-Acetyl dehydromelitensine reportée
dans la figure 3-2.
Ce composé est reporté pour la premiere fois dans la littérature.

HsC

Figure 3-2 : Structure finale du composé¢ 3.
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Tableau 3-1 : Données spectrales de RMN'"’C ; DEPT135 et DEPT90°(CDCI3, 500MHz) du

compos¢ 3.
C d (ppm) DEPT et HSQC
1 146,0 CH
2 113,0 CH;
3 116,9 CH;
4 138,7 Cq
5 51,5 CH
6 78,3 CH
7 55,1 CH
8 67,5 CH
9 49,8 CH;
10 42,0 Cq
11 137,4 Cq
12 169,7 Cq
13 120,5 CH;
14 19,0 CH;
15 67,2 CH;
16 170,6 Cq
17 21,0 CH;

Tableau 3-2 : Données spectrales de RMN 'H (CDCI3, 500MHz) du composé 3.

H 5 (ppm)  Multiplicité J [Hz]
1 5,82 dd 17,4 10,7
2a 5,05 d 10,7
2b 5,11 d 17,4
3a 5,05 s /
3b 5,45 s /
5 2,46 d 11,4
6 4,16 t 11,4
7 2,67 t 11,4 3,0
8 4,15 td 11,4 ;4,1
9a 1,70 dd 13,1; 11,4
9b 1,91 dd 13,1 ;4,1
13a 6,03 d 3,0
13b 6,22 d 3,0
14 1,14 s /
15a 4,52 d 13,6
15b 4,57 d 13,6
17 2,13 s /
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IV. 1. 4. Elucidation structurale du composé 4 :

Le spectre de masse a haute résolution enregistré en mode electronébulisation positive
(TOF-HRESI-MS positive) (spectre 4-1) montre un pic quasimoléculaire a m/z= 405.1084
(cal : 405,1081) et m/z= 407,1033 (cal : 407,1051) dans le rapport 3 :1 correspondant a [M+
Na]", cette donnée permet d’une part de déduire la présence d’un atome de chlore dans cette
molécule et d’autre part de déduire une formule brute de C;9H,304Cl pour cette molécule.
Cette donné permet également de déduire huit insaturations dans cette molécule.

Spectre 4-1 : Spectre (TOF-HRESI-MS positive) du composé 4.

La combinaison des données des spectres de RMN *C, DEPT 135 et DEPT 90 (spectre 4-2)
mene a la présence des groupements :

e un CHjsa 6=23,87 ppm.
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e six CH, dont trois hybridés sp3 a 6= 36,14; 6= 39,30 et &= 51,01 ppm et trois
hybridés sp2 caractéristiques de doubles liaisons exocycliques a 6= 114,17 ; 6= 118,54
et 6= 123,00 ppm.

e six CH dont trois hybridés sp3 a o= 45,67 ; 0= 47,62 et 6= 51,93 et trois hybridés Sp’
et oxygénés a 6= 73,80 ; 6= 76,17 et 6= 78,08 ppm. Le déplacement chimique de ce
dernier est caractéristique d’un CH de fermeture d’une lactone sesquiterpénique.

e six carbones quaternaires dont un hybridé sp3 et oxygéné a 6= 45,10; trois
¢thyléniques a 6= 137,15; 6= 141,6 et 6= 152,15 ppm. La présence de ces trois
carbones ¢éthyléniques quaternaires conforte 1’hypothése de la présence des trois
doubles liaisons exocycliques précédemment signalées. Dans cette molécule les deux
carbones quaternaires restant apparaissent a o= 168,76 et 6= 173,0lppm. Le
déplacement chimique du premier est caractéristique d’un ester, celui du second est
caractéristique d’une y-lactone a, - insaturé.

Spectre 4-2 : RMN °C, DEPT 135 et 90 (CDCls ; 500 MHz) du composé 4.
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Spectre 4-2-a : Etalement d’une partie du Spectre 4-2

A ce stade de notre analyse, nous pouvons déduire que notre molécule est une lactone
sesquiterpénique renfermant dans les positions C-10 — C-14, C-4 — C-15 et C-11 — C-13 des
doubles liaisons exocycliques ce qui méne a cinq insaturations utilisées. Comme signalé plus
haut, nous avons également un carbonyle d’ester, ce qui porte a six le nombre d’insaturation
utilisées. Comme tous les autres carbones de la molécule sont hybridés sp3 nous pouvons dors
et déja déduire que le squelette sesquiterpénique de cette molécule est bicyclique. Vu la
présence des trois doubles liaisons exocycliques, ce squelette ne peut étre que de type
guaianolide.

Le spectre proton (spectre 4-3-b) montre deux doublets a 6= 6,31 ppm (J= 3,4 Hz) et 6= 5,87
ppm (J= 3,0 Hz). Ces signaux montrant un couplage allylique sont caractéristiques d’une y-
lactone a, B- insaturé. Ce couplage est attribué aux interactions H-13b/H-7 et H-13a/H-7.
Cette observation confirme la présence d’une double liaison exocyclique C-11 — C-13.
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Spectre 4-3 : RMN 'H (CDCl; ; 500 MHz) du composé 4.

Spectre 4-3-a : Etalement du spectre 4-3.
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Spectre 4-3-b : Etalement du spectre 4-3.

Le spectre COSY (Spectre 4-4) des deux protons H-13a et H-13b montrent une tache de
corrélation avec le proton apparaissant sous forme d’un triplet de triplets (J= 9,3 ; 3,2 Hz) qui
ne peut étre attribué¢ qu’a H-7. La valeur 3,2 Hz relevé dans ce signal correspond a la
moyenne des constantes de couplages avec H,-13 ; quant a la valeur 9,3 Hz elle correspond a
des interactions frans diaxiales. Ces interactions ne peuvent se faire qu’entre H-7/H-6 et H-
7/H-8. De plus H-7 ne peut avoir qu’une orientation a et H-6 et H-8 ne peuvent avoir qu’une
orientation f. Bien entendu, la possibilité de la présence de deux protons en C-8 est exclue a
cause de la valeur 9.3 Hz car les deux protons en C-8 ne coupleraient pas avec H-7 avec la
méme constante de couplage, il en est de méme pour la position C-6.

Toujours sur le spectre COSY, H-7 montre des taches de corrélations avec les protons
apparaissant a 6= 4,32 ppm (dd, J=10,5; 9,3 Hz) et 6= 5,20 ppm (multiplet partiellement
recouvert par un doublet d’intégration d’1 proton), ces deux protons ne peuvent étre attribué
qu’a H-6 et H-8. La multiplicité du signal a 6= 4,32 ppm permet son attribution a H-6 car en
effet, la position C-5 ne peut étre occupé par plus d’un proton. A I’inverse, le proton
résonnant a 6= 5,20 ppm, montrant des taches de corrélations avec deux protons 1I’un a o=
2,73 ppm (dd, J=15,0 ; 5,0 Hz) et ’autre a 6= 2,49 ppm (dd, J=15,0; 3,1 Hz) ne peut étre
attribué¢ qu’a H-8. Les deux protons qui montrent des corrélations avec lui sont attribués a H-
9B et H-9a.. Sachant que les lactones sesquiterpéniques sont fermées soit en C-6 soit en C-8
nous avons examing le spectre HSQC (Spectre 4-5) de ce composé. En effet, sur ce spectre, le
carbone du groupement CH a 6= 78,08 ppm, caractéristique par la valeur de son déplacement
chimique d’une CH de fermeture d’un y- lactone, montre une tache de corrélation avec H-6.
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Cette observation indique une fermeture en C-6. Par ailleurs, le déplacement chimique de H-8
(5,2 ppm) et celui de son carbone (76,17 ppm) sont en faveur d’une oxygénation en C-8.

Spectre 4-4 : COSY ('H-'H) (CDCl; ; 500 MHz) du composé 4.

Toujours sur le spectre COSY, H-6 permet la localisation de H-5 a 6= 2,87 ppm sous forme
d’un doublet de doublets (J=10,5 ; 9,0 Hz). Ce dernier montre des taches de corrélation avec
les deux protons de la double liaison exocyclique a 6= 5,55 ppm (¢, J=1,5 Hz) et 6= 5,42 ppm
(t, J=1,6 Hz) (6c= 114,17 ppm). Ces deux protons ne peuvent étre attribués qu’a H-15b et H-
15a respectivement. Cette observation confirme bien la présence de la double liaison
exocyclique C-4 — C-15. Par ailleurs, H-5 montre une tache de corrélation avec le proton
résonnant a 6= 3,03 ppm sous forme d’un dt (J=11,5 ; 9,0 Hz), ce proton ne peut étre attribué
qu’a H-1 vu que C-4 est quaternaire. Cette analyse confirme bien la nature guaianolide de ce
squelette sesquiterpénique.

Toujours sur le spectre COSY, la localisation de H-1(dc= 45,67 ppm) mene a celle de H-2b a
0= 2,28 ppm (ddd, J=13,3 ; 9,0, 7,3 Hz) et a celle de H-2a a 6= 1,77 ppm (ddd, J=13,3 ;
11,5; 7,3 Hz).

-123 -



Chapitre IV Résultats et discussions

Spectre 4-5 : HSQC (CDCls ; 500 MHz) du composé¢ 4.

Ces deux protons meénent a leur tour a la présence d’un seul proton en C-3 résonnant a 6= 4.61
ppm sous forme d’un triplet de triplets (J=7,3, 1,5 Hz). Les valeurs des déplacements
chimiques de ce proton et de son carbone (6= 73,80) indique que cette position est oxygénée.

A ce stade de notre étude structurale, nous avons une lactone sesquiterpénique de type
guaianolide oxygénée en C-3 et en C-8 étant estérifice (Figure 4-1).

@)

*{

Figure 4-1 : Structure partielle du Compos¢ 4.
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Le spectre proton (Spectre 4-3) de cette molécule montre la présence d’un méthyle sous
forme d’un singulet a 6= 1,60 ppm, la valeur de son déplacement chimique indique qu’il est
porté par un carbone quaternaire oxygéné d’ou la présence de 1’entité CH3-Cq-O-.

Par ailleurs, ce spectre montre la présence d’un systeme AB a 6= 3,91 et 6= 3,69 ppm (J=11,3
Hz). La valeur de la constante de couplage de ces deux noyaux indique qu’ils sont géminés.
Leur inéquivalence magnétique et leur multiplicité indiquent qu’ils sont portés par un carbone
asymétrique quaternaire. Quant a leur déplacement chimique, il est en faveur de leur jonction
a I’atome de chlore, d’ou la présence du groupement Cl-CH,-*Cq dans la molécule.

Un retour vers la formule brute de notre molécule impose que le Cq oxygéné portant le
groupement CHj3 porte également le groupement CH,Cl. Ainsi cette molécule comporte
I’entité reportée dans la figure 4-1.

CH,CI

O é}g
—0 T~

@)
%{» CH3

Figure 4-2 : Entité présente dans le composé 4 en plus du squelette sesquiterpénique.

Cette molécule doit comporter en position C-8 une chaine latérale d’ester. Cela suppose que le
carbonyle du groupement ester doit étre li€¢ a un carbone qui ne peut étre que le carbone
quaternaire de I’entité reportée dans la figure 4-1.

Cette jonction faite, il ne restera plus que deux protons de la formule brute a placer. Ainsi, il
apparait clairement que le carbone quaternaire de 1’entité précédente doit €tre hydroxylg, il en
est de méme pour la position C-3 du squelette sesquiterpénique. Cette étude conduit a la
formule reportée dans la figure 4-3.

-125-



Chapitre IV Résultats et discussions

OH
HO Ao} HsC

Figure 4-3 : Structure plane du composé 4.

Les protons H-1, H-5 et H-6 montrent tous des interactions de couplage de type axial-axial (J
H-1, H-5 = 9,0 Hz, J H-5, H-6 = 10,5 Hz). Cette observation confére une orientation a au
proton H-5 vu qu’H-6 est en orientation .

L’ensemble de ces données ménent a la structure Linichlorine B [1] reportée dans la figure 4-

4.

-|I||“\I

OH

gnIlie) H,C

Figure 4-4 : Structure finale du compos¢ 4.
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Tableau 4-1 : Données spectrales de RMN'"’C ; DEPT135 et DEPT90°(CDCI3, 500MHz) du

compos¢ 4.

C o (ppm) DEPT et HSQC
1 45,67 CH
2 39,30 CH;
3 73,80 CH
4 152,14 Cq
5 51,93 CH
6 78,08 CH
7 47,62 CH
8 76,17 CH
9 36,14 CH,
10 141,60 Cq
11 137,15 Cq
12 168,76 Cq
13 123,00 CH;
14 118,54 CH;
15 114,17 CH,
I 173,00 Cq
2 75,10 Cq
3’ 23,87 CH;
4 51,01 CH,

Tableau 4-2 : Données spectrales de RMN '"H (CDCI3, 500MHz) du composé 4.

H 0 (ppm) Multiplicité J [Hz]
1 3,02 dt 11,5;9,0
2a 1,77 ddd 13,2;11,5;7,2
2b 2,28 dt 13,2;6,2
3 4,61 it 7,25 1,8
5 2,87 dd 10,3;9,0
6 4,32 dd 10,5;9,3
7 3,21 it 9,3;32
8 5,21 m -
9a 2,49 dd 15,0;3,2
9b 2,74 dd 15,0;5,0
13a 5,87 d 3,0
13b 6,31 d 3,0
14a 4,96 s -
14b 5,20 s -
15a 5,42 t 1,5
15b 5,55 t 1,5
3 1,58 s -
4’a 3,70 d 11,2
4’b 3,92 d 11,2
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IV. 1. 5. Elucidation structurale du composé S :

La comparaison des donnés du spectre RMN "°C (Spectre-5-1 ; Tableau-5-1) de ce
compos¢ avec celui du composé 1 montre une grande similitude dans les valeurs des
déplacements chimiques et le nombre de carbones existants. On peut donc déduire que ce
compos¢é est un isomere du composé 1, cette donnée permet de déduire une formule brute
C11H2407 pour cette molécule.

Position oc (Composé 1) oc (Composé 5) DEPT et HSQC
1 45,4 45,7 CH
2 39,1 36,4 CH,
3 73,8 74,7 CH
4 152,3 147,1 Cq
5 51,4 51,8 CH
6 78,4 78,0 CH
7 47,7 47,7 CH
8 74,6 74,3 CH
9 37,1 37,3 CH,
10 141,7 141,3 Cq
11 137,4 137,3 Cq
12 168,9 168,9 Cq
13 122,5 122,9 CH,
14 118,2 118,6 CH,
15 113,6 116,2 CH,
1’ 164,3 165,3 Cq
2’ 135,2 139,3 Cq
3’ 129,1 126,8 CH,
4 62,3 62,4 CH,

OAc 20,8 170,3 21,28 170,8 CHs ; Cq

Tableau-5-1 : Déplacement chimique "*C des composés 1 et 5.
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Spectre 5-1 : RMN °C (CDCl; ; 500 MHz) du composé 5.

Spectre 5-1-a : Etalement du Spectre 5-1
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Spectre 5-1-b : Etalement du Spectre 5-1.

Le spectre de proton (spectre 1-2-b) montre deux doublets a 6= 6,17 ppm (J= 3,4 Hz) et 6=
5,56 ppm (J= 3,1 Hz). Ces signaux montrant un couplage allylique sont caractéristiques
d’une y-lactone a, B- insaturée. Ce couplage est attribué aux interactions H-13a/H-7 et H-

13b/H-7. Cette observation confirme la présence d’une double liaison exocyclique C-11 — C-
13.
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Spectre 5-2 : RMN 'H (CDCl; ; 500 MHz) du composé 5.

Spectre 5-2-a : Etalement du spectre 5-2.
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Spectre 5-2-b : Etalement du spectre 5-2.

Le spectre COSY montre les mémes corrélations entre H-13a et H-13b avec H-7, puis les
corrélations entre ce dernier et les protons H-6 et H-8 ainsi que toutes les autres corrélations
menant a structure similaire a celle du composé 1 et la substitution du proton 8 par une chaine
latérale similaire a celle du composé 1. La principale différence entre ces deux produits réside
dans la valeur des déplacements chimiques des protons 3 d'une part et des protons 4'- CH,.
Pour le proton 3 cette valeur est de 6 = 4,60 ppm pour le composé 1 et de 6 = 5,49 ppm pour
le composé 5. Tandis que la valeur du déplacement chimique des protons 4'-CH, est de 6 =
4,88 ppm pour le composé 1 et de 6= 4,32 pour le composé 5. Par ailleurs le proton 3 correle
dans le spectre HMBC avec Le carbonyle du groupement acétate dans le composé 5 alors que
dans le composé 1 c'est le carbone 4'- CH, qui correle avec ce carbonyle. Ces observations
sont en accord avec une hydroxylation du carbone 4' dans le composé 5 et une acétylation du
carbone 3 alors que c'est l'inverse dans le composé 1.
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Spectre 5-3 : COSY ('H-'H) (CDCl; ; 500 MHz) du composé 5.

Spectre 5-3-a : ¢talement du spectre 5-3.
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Spectre 5-3-b : étalement du spectre 5-3.

Spectre 1-5 : HSQC (CDCl; ; 500 MHz) du composé 1.
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Figure 5-1 : Structure partielle du Composé S.
La structure finale de ce composé est reportée dans la figure 5-2 [2].

HQ

Figure 5-2 : 3-Acetyl cynaropicrine.

Tableau 5-1 : Données spectrales de RMN 'H (CDCI3, 500MHz) du composé 5.

H 5 (ppm)  Multiplicité J [Hz]
1 2,96 dt 10,9; 7,9
2a 1,73 ddd 13,6;11,0;7,2
2b 2,30 dt 13,6 ;7,6
3 5,49 t 75:1,9
5 2,78 dd 10,5 ; 8,7
6 4,11 dd 10,6 ; 9,0
7 3,14 tt 9,3:3.2
8 5,09 m ;
9a 2,34 dd 14,6 ;3,9
9b 2,63 dd 14,6 ;5,2
13a 5,56 d 3,1
13b 6,17 d 3.4
14a 4,90 d 1,1
14b 5,07 s ;
15a 5,29 t 1,7
15b 5,47 t 1,9
3’a 5,89 dd 1,3; 1,2
3°b 6,26 d 0,8
4 4,32 s -
OAc 2,09 s _
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IV. 1. 6. Elucidation structurale du composé 6 :

L’examen du spectre RMN °C (Spectre-6-1) de ce composé montre la présence de 19
atomes de carbones. La comparaison des données de ce spectre avec les données des spectres
du composé¢ 3 (Tableau-6-1) montrent une grande similitude dans les valeurs des
déplacements chimiques dans les 15 premiers atomes. Cela indique que le squelette
sesquiterpénique du composé¢ 6 est identique avec celui du 3. Par ailleurs on retrouve dans le
spectre proton du composé 6 deux doublets de doublets supplémentaires a 6= 6,23 ppm et 6=
5,87 ppm, ainsi qu'un signal correspondant a un groupement CH, a 6= 4,29 ppm. Ceci laisse
supposer l'existence d'une chaine latérale comportant quatre atomes de carbone et une double
liaison éthylénique substituant le squelette sesquiterpenique. Par ailleurs le déplacement
chimique du proton H-8 a 6= 5,23 ppm indique que cette position est estérifiée. Ceci est
confirmé par la présence d'un signal a 6= 169,2 ppm correspondant a un groupement
carbonyle d'un groupement ester. La chalne latérale placé en C-8 comporte donc un
groupement ester, une double liaison ainsi qu'un groupement CH, oxygéné, ces
caractéristiques sont en faveur d'une chaine latérale identique a celle observée pour les
composés 5 et 8.

Position oc (5) oc (8) oc (3) DHESP (5 g t oc (6)
1 45,7 45,4 146,0 CH 145,67
2 36,4 39,2 113,0 CH, 113,16
3 74,7 73.9 116,9 CH, 115,21
4 147,1 152,3 138,7 Cq 139,12
5 51,8 51,5 51,5 CH 50,69
6 78,0 78,5 78,3 CH 78,69
7 47,7 47,7 55,1 CH 52,41
8 74,3 74,4 67,5 CH 69,71
9 37,3 37,2 49,8 CH, 45,11
10 141,3 141,8 42,0 Cq 41,96
11 137,3 137,4 137,4 Cq 136,69
12 168,9 1689 169,7 Cq 169,20
13 122,9 122,7 120,5 CH, 120,21
14 118,6 118,2 19,0 CH; 18,76
15 116,2 113,6 67,2 CH, 67,39
I 165,3 165,3 - Cq 165,00
2’ 139,3 1394 - Cq 143,70
3 126,8 126,7 - CH, 126,72
4’ 62,4 62,4 - CH, 62,34

OAc 21,28 170,8 - 21,0 170,6 CH;et Cq -

Tableau-6-1 : Déplacement chimique >C des composés 3, 5, 6 et 8.
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Spectre 6-1 : Spectre de RMN "*C (CDCl3;, 500 MHz) du composé 6
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Spectre 6-2 : RMN 'H (CDC13, 500 MHz) du composé 6.

Spectre 6-2-a : étalement du spectre 6-2.
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Spectre 6-2-b : étalement du spectre 6-2.

L’ensemble de ces données menent a la structure 8-(4-hydroxymethacrylate)-
dehydromelitensine reportée dans la figure 6-1[3].

OH

////, ‘s,

HO

Figure 6-1 : Structure finale du compos¢ 6.
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Tableau 6-2 : Données spectrales de RMN 'H (CDCI3, 500MHz) du composé 6.

H 6 (ppm) Multiplicité J [Hz]
1 5,70 dd 17,4 ;10,7
2a 4,94 d 17,4
2b 4,99 d 10,7
3a 4,91 s -

3b 5,36 S -

5 2,51 d 11,4

6 4,17 t 13,0

7 2,88 tt 7,95;3,0
8 5,23 td 10,7 ;3,6
9a 1,60 dd 13,1;11,4
9b 2,00 dd 13,1;4,1
13a 5,51 d 3,0
13b 6,08 d 3,0
14 1,11 S -
15a 3,94 d 13,7
15b 4,02 d 13,7
3’a 5,87 dd 1,9; 3,0
3’b 6,22 d 1,0

4 4,29 s -

17 2,13 S -
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IV.1.7 . Elucidation structurale du composé 7 :

L’examen du spectre de masse a haute résolution enregistré en mode
¢lectronébulisation positive (TOF-MS-ES positive) (Spectre-7-1) montre la présence d’un ion
a m/z =331,1517 correspondant a la formule C;7H,40sNa (Cal : 331,1521), indiquant une
formule brute C;7H,405 pour cette molécule. Cette donnée permet également de déduire six
insaturations dans cette molécule.

Spectre 7-1 : Spectre TOF-MS-ES positive du composé 7.

On note que ce compos¢ a une formule brute qui ne différe de celle du composé 3 que par la
présence de deux hydrogeénes supplémentaires. Les spectres protons de ces deux composés
sont relativement similaires a la différence que le compos€¢ 7 ne comporte pas les signaux
caratéristiques de la double liaison exocyclique de la lactone o, insaturée H-13a et H13-b.
Par contre, il comporte un doublet intégrant pour 3H a & = 1.43 ppm (d¢c = 14.29 ppm) sous
forme d’un doublet (J= 6.95 Hz) correspondant a un groupement CH3 voisin d’un carbone
qui porte un hydrogene.
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Spectre 7-2 : spectre proton du composé 7.

OperadorMLS jfleon 1B
PROTON KH 7-64-1

7 IPNA-CSIC
PROTON_NP CDCI3 {C:\data\jfleon} mls 40 RMN-500MHz

| I
B M‘JE W I e \L RV

Spectre 7-3 : spectre proton du composé 3.
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Spectre 7-2-a : spectre étalé entre 3,6 et 5,9 ppm du composé 7

Spectre 7-3-a : spectre ¢talé du composé 3.
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Spectre 7-2-b : spectre étalé entre 1 et 2,8 ppm du composé 7.

OperadorMLS jfleon IB
PROTON -64-1
PROTON_NP CDCI3 {C:\data\jfleon} mis 40 IPNA-CSIC
RMN-500MHz

sRGKER
)

Spectre 7-3-b : spectre étalé entre 1 et 2,8 ppm du composé 3.
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Par ailleurs l'examen des données comparées de RMN'’C, DEPT 135 et 90° des deux
composés confirme sans ambigiiité que la seule différence structurale entre ces deux
composés est la réduction de double liaison éthylénique C-11 - C-13 du composé 3.

Tableau 7-1 : Données spectrales de RMN'"*C ; DEPT135 et DEPT90°(CDCI3, 500MHz) des
composés 3 et 7.

C 3 6 (ppm) 7 & (ppm) DEPT et HSQC
1 146,0 146,26 CH
2 113,0 112,73 CH,
3 116,9 117,01 CH,
4 138,7 141,14 Cq
5 51,5 58,60 CH
6 78,3 71,06 CH
7 55,1 57,31 CH
8 67,5 76,23 CH
9 49,8 42,17 CH,
10 42,0 41,34 Cq
11 137.,4 41,66 CH
12 169,7 170,98 Cq
13 120,5 14,29 CH;
14 19,0 19,96 CH;
15 67,2 67,92 CH,
16 170,6 178,99 Cq
17 21,0 20,97 CH;

L’ensemble de ces données menent a la structure 15-Acetyl melitensine reportée dans la
figure 7-1[4].

.\““‘\\\

HaC

Figure 7-1 : Structure finale du compos¢ 7.
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Spectre 7-4 : Spectres de RMN "°C, DEPT 135 et 90° (CDCls, 500 MHz) du composé 7.

Spectre 7-4-a : ¢talement du spectre 7-2.
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c1
c-2

Spectre 7-4-b : étalement du spectre 7-2

Spectre 7-5 : Spectre HSQC (CDCI3, 500 MHz) du composé 7.
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Spectre 7-6 : Spectre COSY (‘H-'H) (CDCI3, 500 MHz) du composé 7.

Spectre 7-7 : Spectre HMBC (CDCIl3, 500 MHz) du composé 7.
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Tableau 7-2 : Données spectrales de RMN '"H (CDCI3, 500MHz) du composé 7.

H 0 (ppm) Multiplicité J [Hz]
1 5,79 dd 17,4 ;10,7
2a 5,06 d 17,4
2b 5,09 d 10,7
3a 5,13 s -

3b 5,46 s -

5 2,16 d 10,1

6 3,98 t 10,1

7 1,81 m -

8 4,10 ddd 11,12;11,10; 3,8
9a 1,77 m -

9b 2,06 dd 12,0 ; 3,80
11 2,61 qd 12,1;6,90
13 1,43 d 6,95
14 1,14 s -
15a 4,45 d 13,75
15b 5,09 d 10,70
17 2,15 s -
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IV. 1. 8. Elucidation structurale du composé 8 :

L’examen du spectre RMN °C (Spectre-8-1) de ce composé montre la présence de 19
atomes de carbones. De plus, la comparaison des données de ce spectre avec celui du
compos¢ 1 et 5 (Tableau-8-1) montre une grande similitude dans les valeurs des
déplacements chimiques et l’absence de deux carbones du groupement acétate, cette
observation est confirmée dans le spectre de proton ou 1’on observe I’absence du groupement
CHs; sous forme d’un singulet a 6= 2,14 ppm (Spectre-8-2).

Position oc (Composé 1) oc (Composé 5) oc (Composé 8)
1 45,4 45,7 454
2 39,1 36,4 39,2
3 73,8 74,7 73,9
4 152,3 147,1 152,3
5 51,4 51,8 51,5
6 78,4 78,0 78,5
7 47,7 47,7 47,7
8 74,6 74,3 74,4
9 37,1 37,3 37,2
10 141,7 141,3 141,8
11 137.,4 137,3 137,4
12 168,9 168,9 168,9
13 122,5 122,9 122,7
14 118,2 118,6 118,2
15 113,6 116,2 113,6
1’ 164,3 165,3 165,3
2’ 135,2 139,3 139,4
3’ 129,1 126,8 126,7
4 62,3 62,4 62,4

OAc 20,8 170,3 21,28 170,8 -

Tableau-8-1 : Déplacement chimique *C des composés 1, 5 et 8.

Sur cette base, on peut en déduire que la structure du composé 8 correspond a celle de la
cynaropicrine [5].
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HO

Figure 8-1 : Structure du composé 8.

Toutes les autres données spectroscopiques permettent de confirmer sans ambigiiité cette

structure.

Spectre 8-1 : RMN °C (CDCl; ; 500 MHz) du composé 8.
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Spectre 8-2 : RMN 'H (CDCl; ; 500 MHz) du composé 8.

Spectre 8-2-a : Etalement du spectre 8-2.
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Spectre 8-2-b : Etalement du spectre 8-2.

Spectre 8-3 : COSY ('H-'H) (CDCls ; 500 MHz) du composé 8.
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Spectre 8-4 : HSQC (CDCls ; 500 MHz) du compos¢ 8.

Tableau 8-2 : Données spectrales de RMN 'H (CDCI3, 500MHz) du composé 8.

H 6 (ppm) Multiplicité J [Hz]
1 3,02 m -
2a 1,75-1,79 m -
2b 2,26-2,30 m -
3 4,61 1t 7,2; 1,0
5 2,90 t 9,4
6 4,29 t 10,2
7 3,24 1t 9,5;3,2
8 5,19 m -
9a 2,45 dd 14,7 ;3.9
9b 2,76 dd 14,7 ;5.2
13a 5,66 d 3,1
13b 6,27 d 3.4
14a 4,99 s -
14b 5,20 S -
15a 5,41 s -
15b 5,55 S -
3’a 6,00 t 1,2
3’b 6,37 S -
4 4,43 s -
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IV. 1. 9. Elucidation structurale du composé 9 :

La comparaison des spectres protons de ce composé (spectre 9-1a) avec celui du composé 8
(spectre 8-2b) montre I’absence des signaux correspondants a la chaine latérale de 1’ester
substituée en position 8 (2H-4’, H-3’a et H-3’b), ces donnés permet de déduire que la

structure du composé 9 correspond a celle de la desacyl cynaropicrine reportée dans la
figure 9-1[5].

Spectre 9-1 : RMN 'H (CDCl; ; 500 MHz) du composé 9.

Spectre 9-1-a : Etalement du spectre 9-1.

-155-



Chapitre IV Résultats et discussions

Spectre 8-2-b : Etalement du spectre proton du composé 8.

Figure 9-1 : Structure du composé 9.

Le spectre COSY montre les mémes corrélations entre H-13a et H-13b avec H-7, puis les
corrélations entre ce dernier et les protons H-6 et H-8 ainsi que toutes les autres corrélations
menant a cette structure.
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Spectre 9-2 : COSY (‘H-'H) (CDCls ; 500 MHz) du composé 9.

Tableau 9-1 : Données spectrales de RMN 'H (CDCI3, 500MHz) du composé 9.

H 0 (ppm) Multiplicité J [Hz]
1 2,89 dd 18,8; 8,3
2a 1,82 m -

2b 2,10 m -

3 4,46 large 7,2;1,0
5 2,74 m -

6 4,09 dd 10,3; 9,3
7 2,74 m -

8 3,86 large -

9a 2,21 dd -

9b 2,62 dd 8,8:;4,8
13a 6,09 d 2,8
13b 6,19 d 3.4
14a 4,91 s -
14b 5,05 s -
15a 5,27 s -
15b 5,39 S -
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IV. 1. 10. Elucidation structurale du composé 10 :

L’étude du spectre RMN °C (spectre 10-1) de ce composé montre la présence de 15

atomes de carbones, a partir de cette information on peut déduire que notre composé est un
sesquiterpene.

Spectre 10-1: Spectre Du RMN *C (CDCI3 ; 500MHz) du Composé 10

Spectre 10-1-a: ¢talement du Spectre 10-1

-158 -



Chapitre IV Résultats et discussions

Spectre 10-1-b: étalement du Spectre 10-1

Le spectre de proton (spectre 10-2-a) de ce composé¢ montre d’une part la présence d’un
signal sous forme d’un doublet d’intégration de 3 protons a 6= 1,31 ppm (J= 9,5 Hz)
caractéristique d’un groupement méthyle et d’autre part [’absence des signaux qui
caractérisent les deux protons de la double liaison exocyclique d’une y-lactone a, - insaturée.
Cette donnée explique la réduction de cette double liaison en CHj. La constante de couplage

signalée plus haut est attribuée a D’interaction des protons du groupement CH; avec
I’hydrogene en position 11.

A partir de ces données et comparativement avec le spectre proton du composé 9 et selon la

littérature on peut conclure que la structure de ce composé est 8-hydroxy-11,13-
dihydrozaluzanine C reportée dans la figure 10-1[5].

H

HO willlOH

T
//////:

.:lII/IIH

)

(0]

Figure 10-1 : Structure du composé 10.
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Spectre 10-2 : RMN 'H (CDCl; ; 500 MHz) du composé 10.

Spectre 10-2-a : Etalement du spectre 10-2.
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Spectre 10-2-b : Etalement du spectre 10-2.

Spectre 9-1 : RMN 'H (CDCl; ; 500 MHz) du composé 9.
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Spectre 9-1-a : Etalement du spectre proton du composé 9.

Le spectre COSY (Spectre 10-3) montre toutes les corrélations menant a la structure.

Spectre 10-3 : COSY ('H-"H) (CDCl; ; 500 MHz) du composé 10.
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Tableau 10-1 : Données spectrales de RMN'C ; DEPT135 et DEPT90°(CDCI3, 500MHz)

du composé 10.

C d (ppm) DEPT et HSQC
1 43,55 CH
2 38,17 CH,
3 69,87 CH
4 152,70 Cq
5 49,79 CH
6 78,96 CH
7 53,40 CH
8 73,66 CH
9 44,95 CH,
10 143,08 Cq
11 38,56 CH
12 179,25 Cq
13 11,19 CH;
14 115,91 CH,
15 112,56 CH,

Tableau 10-2 : Données spectrales de RMN 'H (CDCI3, 500MHz) du composé 10.

H 0 (ppm) Multiplicité J [Hz]
1 2,93 recouvert -
2a 1,73 m -
2b 2,30-2,35 m -

3 4,53 it 9,0; 2,5
5 2,89 recouvert -

6 4,14 t 12,5
7 2,37-2,41 m -

8 3,80 m -
9a 2,09-2,23 m -
9b 2,73 dd 15,5;5,5
11 2,87 recouvert -

13 1,30 d 9,5
14a 5,02 s -
14b 5,09 K -
15a 5,33 t 2,2
15b 5,42 t 2,1
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IV. 1. 11. Elucidation structurale du composé 11 :

L’examen du spectre RMN "°C (Spectre-11-1) de ce composé montre la présence de

13 atomes de carbones. Cette information montre que notre composé ne peut étre qu’un
monoterpene.

Spectre 11-1 : RMN "*C (CDCl; ; 500 MHz) du composé 11.

Le spectre de proton (spectre 11-2) montre deux doublets a 6= 7,07 ppm (J= 15,6 Hz) et 6=
6,33 ppm (J= 15,6 Hz). Ces signaux montrent un couplage éthylénique de configuration
Trans d’ou la présence de 1’entité reportée dans la figure 11-1.

Cq H

H Cq

Figure 11-1 : entité présente dans la molécule.

Sur le méme spectre, on constate la présence d’un signal d’intégration de trois protons a o=
2,32 ppm caractéristique d’un groupement méthyle proche d’un carbonyle vu leur

déplacement chimique d’ou la présence de I’entité reportée dans la figure 11-2 dans la
molécule.
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Cq

Figure 11-2 : entité présente dans la molécule.

Les données spectroscopiques de ce composé sont conformes d'aprés la littérature a la 3-
Hydroxy-5a, 60-epoxy-p-ionone reportée dans la figure 11-3 [6].

Figure 11-3 : Structure du composé 11.

Toutes ces informations sont confirmées dans le spectre de HSQC (Spectre-11-3) ou 1’on
observe des taches de corrélations entre chaque proton et le carbone qui le porte. Surtout les
deux protons H-2a et H-2b qui sont portés par le méme carbone C-2 et H-4a, H-4b qui sont

portés par C-4.

Alors que les carbones 1, 5, 6 et 9 ne présentent aucune tache de corrélation sur le méme
spectre ce qui explique que ces positions sont des carbones quaternaires.

Spectre 11-2 : RMN 'H (CDCl; ; 500 MHz) du composé 11.
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Spectre 11-2-a : Etalement du spectre 11-2.

Spectre 11-3 : HSQC (CDCls ; 500 MHz) du composé 11.
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155

60

Spectre 11-3-a : Etalement du spectre 11-3.

La stéréochimie de cette molécule est confirmée sur le spectre de NOESY (Spectre-11-4) ou
I’on observe des taches de corrélation entre le proton H-3 et les protons H-4b, H-2b et les
protons de méthyle en position 12 ce qui explique que ces protons soient en méme
configuration @ avec le proton H-3. Cette information est confirmée par la présence une tache
de corrélation entre H-4b et H-2b.

A T’inverse le proton H-4a montre une tache de corrélation avec le proton H-2a et les protons
de méthyle en position 13 avec H-4a. Ce qui explique que ces protons sont en méme
configuration p.
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Figure 11-4 : Structure finale du composé 11.

Tableau 11-1 : Données spectrales de RMN'C (CDCI3, 500MHz) du composé 11.

Position oc (Composé 11)
1 35,14
2 46,7
3 64,05
4 40,63
5 67,24
6 69,52
7 142,35
8 132,66
9 197,37
10 28,30
11 29,36
12 25,03
13 19,90
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Tableau 11-2 : Données spectrales de RMN 'H (CDCI3, 500MHz) du composé 11.

H 5 (ppm)  Multiplicité J [Hz]
2a 131 dd 12,9; 10,2
2b 1,69 dd 14,4; 8.6
3 3,95 m -

4a 1,7 m ;

4b 2,43 ddd 14,4;5,1; 1,6
7 7,07 d 15,6

8 6,33 d 15,6
10 2,32 s _

11 1,23 s -

12 1,02 s _

13 1,23 s -
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IV. 1. 12. Elucidation structurale du composé 12 :

L’examen du spectre RMN "°C (Spectre-12-1) de ce composé montre la présence de

13 atomes de carbones. Cette information montre que notre composé peut éEtre un
monoterpene.

Spectre 12-1 : RMN "*C (CDCl; ; 500 MHz) du composé 12.

Le spectre de proton (spectre 12-2) montre deux doublets a 6= 6,87 ppm (J= 15,7 Hz) et 6=

6,51 ppm (J= 15,7 Hz). Ces signaux montrent un couplage éthylénique de configuration
Trans d’ou la présence de 1’entité reportée dans la figure 12-1.

Cq H

H Cq

Figure 12-1 : entité présente dans la molécule.

En plus d’un signal sous forme d’un triplet a 6= 6,00 ppm (J= I,/ Hz) caractéristique d’un
proton éthylénique.
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Sur le méme spectre, on constate la présence d’un signal d’intégration de trois protons a o=
2,34 ppm caractéristique d’un groupement méthyle proche d’un carbonyle vu leur

déplacement chimique d’ou la présence de I’entité reportée dans la figure 12-2 dans la
molécule.

Cq

Figure 11-2 : entité présente dans la molécule.

Les données spectroscopiques de cette molécule sont conformes, d'aprés la littérature au
Dehydrovomifoliol reportée dans la figure 12-3 [6].

11 12 O

10

13

Figure 12-3 : Structure du composé 12.

Toutes ces informations sont confirmées dans le spectre de HSQC (Spectre-11-3) ou I’on
observe des taches de corrélations entre chaque proton et le carbone qui le porte. Surtout les
deux protons H-2a et H-2b qui sont portés par le méme carbone C-2.

Alors que les carbones 1, 5, 6 et 9 ne présentent aucune tache de corrélation sur le méme
spectre ce qui explique que ces positions sont des carbones quaternaires.
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Spectre 12-2 : RMN 'H (CDCl; ; 500 MHz) du composé 12.

Spectre 12-3 : HSQC (CDCl; ; 500 MHz) du composé 12.
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La stéréochimie de cette molécule est confirmée sur le spectre NOESY (Spectre-12-4) ou
I’on observe des taches de corrélation entre le proton H-7 et les protons de méthyle en
position 12 et le proton H-2b ce qui explique que ces protons sont en méme configuration f
avec le proton H-3. Cette information est confirmée par la présence d’une tache de corrélation
entre les protons de méthyle en position 12 et H-2b.

A T’inverse, les protons de méthyle en position 13 montrent une tache de corrélation avec le
proton H-2a. Ce qui explique que ces protons sont en méme configuration a.

Spectre 12-4 : NOESY (CDCls ; 500 MHz) du composé 12.

Figure 12-4 : Structure finale du composé 12.
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Résultats et discussions

Tableau 12-1 : Données spectrales de RMN'C (CDCI3, 500MHz) du composé 12.

Position oc (Composé 11)
1 41,46
2 49,62
3 197,27
4 127,89
5 159,00
6 79,00
7 144,90
8 130,42
9 196,85
10 28,42
11 22,96
12 24,36
13 18,65

Tableau 12-2 : Données spectrales de RMN 'H (CDCI3, 500MHz) du composé 12.

H 5 (ppm)  Multiplicité J [Hz]
2a 2,39 d 172
2b 2,55 d 17,2
4 6,00 t 1,1

7 6,87 d 15,7
8 6,51 d 15,7
10 2,35 s _
11 1,15 s -
12 1,02 s _
13 1,07 s -
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IV. 1. 13. Elucidation structurale du composé 13:

La fluorescence noire violette sous lumiere de Wood est caractéristique d’une flavone
ou d’un flavonol substitué en 3.
L’étude de la série spectrale UV (spectre 13-1) montre que :

¢ Le maximum d’absorption de la bande I a 340 nm dans le spectre enregistré dans le
méthanol indique qu’il s’agit d’un flavonoide de type flavone.

e L’addition de NaOH provoquant un déplacement bathochrome de la bande I (AL = +
52 nm) avec augmentation de I’intensité lumineuse. Cette observation indique la
présence d’un OH libre en position 4°.

Par ailleurs, ’apparition d’une nouvelle bande a 326 nm indique la présence d’'un OH
libre en position 7.

e [’addition de NaOAc provoquant un déplacement bathochrome de la bande II (AL =+
7 nm) par rapport au spectre MeOH confirme la présence d’un OH libre en 7.

e Le déplacement bathochrome de la bande I enregistré dans le milieu (AlCl; + HCI)
comparativement a celui enregistré dans le méthanol (AL = + 40 nm) indique la
présence d’un OH libre en 5.

e [’absence de déplacement hypsochrome de la bande I en comparant les spectres AlCl;
+ HCI et AICl;, laisse prévoir 1’absence d’un systeme ortho dihydroxylé sur le cycle
B.

e M@ OH
MeOH
MeOH+NaOH MeOH+AICI,

o
=

o
>

o o
2 &
X

o
o

absorption
o
>
absorption
o
@

o
w

0,24

o
)

N\

T T T 1
250 300 350 400 450

longueur d'onde (nm) 300 o 400
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-175-




Chapitre IV Résultats et discussions

MeOH
MeOH+NaOAc

064

04

absorption

02+

T T
300 400
longueur d'onde

Spectre 13-1 : Série spectrale UV du Composé 13.

L’ensemble des données de la série spectrale UV est reporté dans le tableau 13-1.

Réactifs Bande I Autres bandes Bande 11 Commentaire
MeOH 340 / 269 flavone
MeOH +NaOH 392 326 275 OH libre en 4’

OH libre en 7
MeOH 392 326 275 Spectre stable
+NaOH+5mn
MeOH +AICl3 381 348 302 275 OH libre en 5
MeOH 378 342 301 277 Pas de ortho di-OH
+AICI/HCI Sur le cycle B
MeOH +NaOAc 375 301 275 OH libre en 7
MeOH 342 / 269 /
+NaOAc/H;BO;

Tableau 13-1 : Données de la série spectrale UV du composé 13.

Ces données menent a la structure partielle reportée dans la figure 13-1.

Rs

OH o

R7
R4 R3

OH 0}

Figure 13-1 : Structure partielle du composé 13.
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Avec Ry, Ry, R3, Ry, Rs, Rg et Ry différents d’OH.

Spectre 13-2 : RMN de 'H (DMSO ; 400 MHz) de composé 13.

Spectre 13-2-a : étalement du spectre 13-2.
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L’examen du spectre RMN 'H (spectre 13-2) montre :

Un singulet a & = 6,76 ppm attribuable a H-3, ce qui confirme la structure d’une
flavone.

Deux doublets d’intégration 1H pour chacun, le premier a 6 = 6,47 ppm (J = 2,0 Hz),
le second a & = 6,18 ppm (J = 2,0 Hz) attribuables a H-8 et H-6 respectivement.

Un doublet de doublets d’intégration 2H a 6=6,92 ppm (J = 6,8 ; 2,0Hz) attribuables a
H-3’ et H-5".

Un doublet de doublets d’intégration 2H a 6=7,92 ppm (J = 6,8 ; 2,0Hz) attribuables a
H-2’ et H-6’

L’ensemble de ces données sont reportées dans le tableau 13-2.

Déplacement Intégration Multiplicité Attribution
Chimique (ppm) J [Hz]
7,92 2H dd (6,8 ; 2,0) H-2’ ; H6’
6,92 2H dd (6,84 ; 2,0) H-3’; H-5°
6,76 1H ] H-3
6,47 IH d (2,0) H-8
6,18 1H d (2,0) H-6

Tableau 13-2 : Données de la série spectrale RMN '"H du composé 13.

Ces données sont confirmées sur le spectre RMN °C (spectre 13-3) ou I’on observe la
présence de quinze atomes de carbone.

Spectre 13-3 : RMN de °C (DMSO ; 400 MHz) de composé 13.
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Carbone C Déplacement chimique 6 (ppm)
C-2 163,65
C-3 102,77
C4 181,63
C-5 161,41
C-6 98,87
C-7 164,48
C-8 93,96
C-9 157,31
C-10 103,52
C-1 121,13

C-2°, C-6’ 128,40
C-3°,C-5 115,92
Cc-4 161,15

Tableau 13-3 : Déplacement chimique '*C de composé 13.

L’ensemble de ces données menent a la structure : 4°, 5, 7-trihydroxyflavone connue sous le
nom Apigénine reportée dans la figure 13-2 [7].

OH

HO )

OH 0]

Figure 13-2 : Structure finale du composé 13.
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IV. 1. 14. Elucidation structurale du composé 14:

La fluorescence noire violette sous 365 nm de ce composé est caractéristique d’une

flavone ou d’un flavonol 3-OR.
L’étude de la série spectrale UV (spectre 14-1) montre :

Résultats et discussions

Le maximum d’absorption de la bande I a 348 nm et la fluorescence violette sont en
faveur d’une flavone ou d’un flavonol substitué en 3.

L’addition de NaOH provoquant un déplacement bathochrome de la bande I (AA = +
51 nm) avec augmentation de l’intensité lumineuse par rapport au spectre MeOH
indique la présence d’un OH libre en 4’. L apparition d’une nouvelle bande a 332 nm
indique I’existence d’un OH libre en 7.

L’addition de NaOAc provoquant un déplacement bathochrome de la bande II (AL =+
14 nm) par rapport au spectre MeOH confirme le OH libre en 7.

La comparaison du spectre en présence de MeOH et de ce méme spectre apres
addition de H;BO3; montrent un déplacement bathochrome de la bande I (AL = + 25
nm). Ce dernier est révélateur de la présence d’un systéme ortho di-OH sur le cycle B.
Cette hypothése est confirmée par 1’effet hypsochrome de la bande I (AL = -39 nm) du
spectre enregistré dans le milieu (AICl; / HCI) comparativement a celui enregistré
dans AICIs.

L’effet bathochrome de la bande I en comparant les spectres AlICl; + HCl / MeOH (AA
= +34 nm), indique la présence d’un OH libre en 5.
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MeOH3
0,7 MeOH3+NaOAc
= MeOH3+NaOAc+H3BO3

Absorbance

T T T T T T
250 300 350 400 450 500
Longueur d'onde (nm)

Spectre 14-1 : Série spectrale UV du Composé 14.

Ces données menent a la structure partielle reportée dans la figure 14-1.

OH

OH 0]

OH 0]

Figure 14-1 : Structure partielle du composé 14.

Avec Ri, Ry, Ry, Rs, Rg différents d’OH et R3 est un H ou un OR.

Réactifs Bande I Autre bande Bande 11 Commentaires
MeOH 348 - 255 flavone
MeOH +NaOH 399 332 268 OH libre en 4°

OH libre en 7

MeOH +NaOH+5mn 399 332 268 Spectre stable

MeOH +AICl, 421 - 272 /
MeOH +AICl ;/HCI 382 355 264 OH libre en 5
Ortho di-OH sur le B
MeOH +NaOAc 380 - 269 OH libre en 7
MeOH 373 - 259 Ortho di-OH sur B

+NaOAc/H;BO;

Tableau 14-1 : Données de la série spectrale UV du composé 14.
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Résultats et discussions

L’examen du spectre RMN "H montre (spectre 14-2):
e Un singulet a & = 6,30 ppm d’intégration 1H attribuable a H-3, ce qui permet d’opter

pour une structure de type flavone.

e Un singulet d’intégration 1H a 6 = 7,26 ppm attribuable & H-2’avec un autre signal
sous forme d’un singulet d’intégration 1H a 6 = 7,25 ppm attribuable a H-6’.

e Un singulet a 8 = 6,40 ppm, d’intégration 1H attribuable a H-8.

e Un singuleta d = 6,07 ppm, d’intégration 1H attribuable a H-6.

e Un doubleta d=6,79 ppm (J = 6,8 Hz), d’intégration 1H attribuable a H-5".

Spectre 14-2 : RMN de 'H (MeOD ; 400 MHz) de compos¢ 14.

L’ensemble de ces données sont reportées dans le tableau 14-2.

Déplacement Intégration Multiplicité Attribution
Chimique (ppm) J [Hz]
7,26 ;7,25 2H S H-2’ ; H6’
6,79 1H d (6,8) H-5°
6,30 1H S H-3
6,40 1H S H-8
6,07 1H S H-6

Tableau 14-2 : Données de la série spectrale RMN "H du composé 14.
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Ces données sont confirmées sur le spectre RMN °C (spectre 14-3) ou I’on observe la
présence de quinze atomes de carbone.

Spectre 14-3 : RMN de ">C (MeOD ; 400 MHz) de composé 14.

Carbone C Déplacement chimique 6 (ppm)
C-2 166,26
C-3 103,72
C4 183,79
C-6 100,58
C-7 167,40
C-8 95,35
C-9 152,53
C-10 104,96
C-r 123,68
Cc-2 114,09
C-3 147,19
C-4 159,53
C-5 116,83
C-6’ 120,29

Tableau 14-3 : Déplacement chimique *C du composé 14.
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Résultats et discussions

L’ensemble de ces données menent a la structure : 3°, 4°, 5, 7-tetrahydroxyflavone connue

sous le nom Lutéoline reportée dans la figure 14-2 [7].

HO 0]

OH o

OH

OH

Figure 14-2 : Structure finale du composé 14.
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Résultats et discussions

IV. 1. 15. Elucidation structurale du composé 15:

ou d’un flavonol substitué en 3.
L’examen du spectre RMN 'H (spectre 15-1) montre:

L’ensemble de ces données sont reportées dans le tableau 15-1.

La fluorescence noire violette sous lumiere de Wood est caractéristique d’une flavone

Spectre 15-1 : RMN de 'H (Pyridine ; 400 MHz) de composé 15.

Un singulet a & = 6,97 ppm attribuable a H-3, ce qui confirme la structure d’une

flavone.

Un singulet a & = 6,82 ppm attribuable a H-8, vu la valeur de son déplacement

chimique.

Un doublet d’intégration 2H a 6=7,30 ppm (J = 8,8 Hz) attribuables a H-3” et H-5".
Un doublet d’intégration 2H a 6=7,98 ppm (J = 8,8 Hz) attribuables a H-2’ et H-6’

Déplacement Intégration Multiplicité Attribution
Chimique (ppm) J [Hz]

7,98 2H d (8,8) H-2’ ; H6’
7,30 2H d (8,8) H-3*; H-5°
6,97 1H S H-3
6,82 1H s H-8
4,0 3H s O-CHj
3,9 3H s O-CH3

Tableau 15-1 : Données de la série spectrale RMN "H du composé 15.
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La comparaison de ces données avec ceux de la littérature menent a la structure : 4°, 5-
dihydroxy-6, 7-diméthoxyflavone connue sous le nom Circimaritine reportée dans la figure
15-1[7].

Figure 15-1 : Structure finale du composé 15.
IV. 1. 16. Elucidation structurale du composé 16:

La fluorescence jaune sous lumiere de Wood est caractéristique d’un flavonol.
L’¢étude de la série spectrale UV (spectre 16-1) montre :

e Le maximum d’absorption de la bande I a 348 nm dans le spectre enregistré dans le
méthanol indique qu’il s’agit d’un flavonoide de type flavonol.

e [’addition de NaOH provoquant un déplacement bathochrome de la bande 1 (AL = +
47 nm) avec augmentation de I’intensité lumineuse, cette observation indique la
présence d’un OH libre en position 4°.

Par ailleurs I’apparition d’une nouvelle bande a 327 nm indique la présence d’un OH
libre en position 7.

e L’addition de NaOAc provoquant un déplacement bathochrome de la bande II (AA = +
7 nm) par rapport au spectre MeOH confirme la présence d’un OH libre en 7.

e Le déplacement bathochrome de la bande I enregistré dans le milieu (AlCl; + HCI)
comparativement a celui enregistré dans le méthanol (AL = + 46 nm) indique la
présence d’un OH libre en 5.

e [’absence de déplacement hypsochrome de la bande I en comparant les spectres AlCl;
+ HCI et AICl;, laisse prévoir ’absence d’un systeme ortho dihydroxylé sur le cycle
B.
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Spectre 16-1 : Série spectrale UV du Composé 16.

L’ensemble des données de la série spectrale UV est reporté dans le tableau 16-1.

Réactifs Bande I Autres bandes Bande I1 Commentaire
MeOH 348 / 268 flavonol
MeOH +NaOH 395 327 275 OH libre en 4’

OH libre en 7
MeOH 395 327 275 Spectre stable
+NaOH+5mn
MeOH +AICl3 398 353 305 275 OH libre en 5
MeOH 396 349 302 275 Pas de ortho di-OH
+AICI/HCl Sur le cycle B
MeOH +NaOAc 375 303 275 OH libre en 7
MeOH 353 303 269 /
+NaOAc/H;BO;

Tableau 16-1 : Données de la série spectrale UV du composé 16.
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Ces données menent a la structure partielle reportée dans la figure 16-1.

Rs

Ry OH

OH (0]

R OH

OH (6]

Figure 16-1 : Structure partielle du composé 16.

Avec Ry, Ry, Ry, Rs, Rg et Ry différents d’OH

L’examen du spectre RMN 'H (spectre 16-2) montre:

Spectre 16-2 : RMN de 'H (MeOD; 400 MHz) de composé 16.

e Deux doublets d’intégration 1H pour chacun, le premier a & = 6,30 ppm, le second a o
= 6,10 ppm attribuables a H-8 et H-6 respectivement.

e Un doublet d’intégration 2H a 6=6,80 ppm attribuables a H-3” et H-5".

e Un doublet d’intégration 2H a 6=7,85 ppm attribuables a H-2’ et H-6’

L’ensemble de ces données sont reportées dans le tableau 16-2.
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Déplacement Intégration Multiplicité Attribution
Chimique (ppm) J [Hz]
7,85 2H d H-2’ ; HO’
6,80 2H d H-3’ ; H-5°
6,30 1H ] H-8
6,10 IH ] H-6

Tableau 16-2 : Données de la série spectrale RMN "H du composé 16.

L’ensemble de ces données menent a la structure : 4°,3, 5, 7-tetrahydroxyflavone connue
sous le nom Kaempferol reportée dans la figure 16-2.

OH

HO )

OH

OH o

Figure 16-2 : Structure finale du composé 16.
IV. 1. 17. Elucidation structurale du composé 17:

L’examen du spectre du proton de ce composé (spectre 17-1) montre la présence d’un
signal sous forme d’un triplet de triplets a 6= 3,43 ppm caractéristique du proton H-3 des
stérols.

Sur le méme spectre on constate un autre signal sous forme d’un doublet a 6= 5,28 ppm, vu la
valeur de son déplacement chimique ce proton ne peut €tre qu’a un proton éthylénique
incluant dans le squelette stéroidique.

La comparaison de données spectrales de ce spectre avec ceux trouvés dans la littérature
montre que ce composé ne peut étre que le p—sitostérol.
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Spectre 17-1 : RMN 'H (CDCl; ; 400MHz) du composé 17.

La structure finale de ce composé est reportée dans la figure 17-1.

Figure 17-1 : Structure finale du composé 17.
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Chapitre V Activité cytotoxique

V. Activité cytotoxique :
V. 1. Introduction :

Les lactones sesquiterpéniques ont attiré beaucoup d'attention au cours des trois
derniéres décennies, car ils présentent un large éventail d'activités biologiques et
pharmacologiques comme antimicrobienne, anti-tumorale et anti-inflammatoires qui ont des
effets sur le systéme nerveux central et cardiovasculaires [1]. Il était apparu que la présence
des groupement tels que a-méthyléne-y-lactone, cyclopenténone- o,B-insaturé ou un ester
conjugué pourraient étre nécessaires pour les activités biologiques de ces composés, car ils
réagissent avec des nucléophiles et, en particulier, avec les groupes sulthydriles de la cystéine
par une addition de type Michael [2, 3]. Ainsi, les lactones sesquiterpéniques sont censées
exercer leurs nombreuses activités biologiques de l'inhibition des enzymes et d'autres
protéines fonctionnelles et former des liaisons covalentes avec les résidus cystéines libres
dans ces macromolécules ou par conjugaison avec le glutathion [4,5].

Par ailleurs, il a été clairement démontré que la réaction cinétique de la sesquiterpene lactone
de type helenanolide avec le sulthydryle réactif tel que la L-Cystéine et glutathion dépend du
nombre et du type des sites de carbonyle, a, B-insaturés, du pH du milieu, de la concentration
du thiol et du caractére des structures cibles sulthydryle [2,4].

Une autre ¢tude a montré que le Cnicine, un sesquiterpéne lactone de type germacranolide, a
une forte activité cytotoxique envers les cellules épithéliales de rein de porc (LLC-PKI11),
mélanome malin humain (SK-Mel) et carcinome canalaire humaine (BT-549) avec des
valeurs de ICso de 23,3, 14,0 et 18,3 nM respectivement[6].

Des ¢études antérieures ont montré que les lactones sesquiterpéniques possédent des propriétés
cytotoxiques a I’égard des cellules tumorales [7] et que 1’ Aguirin B, un sesquiterpéne de type
guaianolide, a une activit¢ Antiproliférative remarquable contre les lignées cellulaires
cancéreuses humaines [8].

En revanche, une étude quantitative a été réalisée entre la structure et 1’activité sur quatre
squelettes différents de lactones sesquiterpéniques. Cette étude a montré que les guaianolides
et les pseudoguaianolides sont les composés les plus actifs, et que la présence de certaines
fonctions comme les doubles liaisons exocycliques en position 4 et 10 ainsi que le groupe
hydroxyle en position 5 (dans le cas des guianolides) et le groupe angeloyloxy en C-8 sont les
facteurs les plus importants [9].
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V. 2. Culture cellulaire et les essais cytotoxiques:

Les lignées leucémiques humaines utilisées pour 1’évaluation de I’activité cytotoxique
sont HL60 et U937 (DSMZ, Collection allemande de microorganismes et de cultures
cellulaires, Braunschweig, Allemagne). Ces lignées ont ét¢ cultivées dans du RPMI 1640
contenant 2 mM de L-glutamine complété avec 10% (v / v) inactivé par la chaleur du sérum
de veau feetal [10].

Les solutions meres de 25 mM des lactones sesquiterpéniques ont été préparées dans le
diméthylsulfoxyde (DMSO) et d’autres dilutions ont été faites dans des milieux de culture
juste avant utilisation. Dans toutes les expériences, la concentration finale de DMSO ne
dépassait pas 0,4% (v / v), une concentration non toxique pour les cellules. La cytotoxicité de
lactones sesquiterpéniques sur des cellules tumorales humaines a été analysée a 1’aide de la
technique colorimétrique 3 - [4,5-diméthylthiazol-2-yl-] 2,5-diphényl tétrazolium (MTT)
[11, 12]. Les concentrations induisant une inhibition de 50% de la croissance cellulaire (ICs)
ont été déterminées graphiquement a l'aide de I'algorithme d'ajustement de courbe de
l'ordinateur.

Les cellules ont été cultivées pendant 72 h et les valeurs de I1Csy sont des moyennes &+ SE de 3
a 5 expériences indépendantes avec trois déterminations dans chaque expérience.

L'étoposide, un agent anti tumoral, a été utilis€ comme controle positif pour HL-60 (ICso = 0,4
+ 0,1 mM) et les cellules U937 (ICsp = 1,4 = 0,3 mM).

V. 3. Résultats et discussion :

Les composés sesquiterpéniques concernés par 1’évaluation de leur activité cytotoxique sont
reportés dans le tableau V-1.

. 1C50/ (nM)
Composé Structure HL-60 0937
1
51+04 10.8 +4.1
2
7.0+1.9 104+1.9
3
25.8+3.6 209+44
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4
54+13 6.8+2.2
5 20+09 3.1£0.6
6 5.6 2.1 11.7+1.5
OH
7 L > 100 > 100
AcO

Tableau V-1 : Effets des composés 1-7 sur la croissance des lignées de cellules leucémiques
humaines.

On constate, a partir de ce tableau, que les six premiers composés sesquiterpéniques ont
montré des activités cytotoxiques avec des valeurs d’ICsy comprises entre 2.0 et 29.9 uM. Le
composé 5 étant le plus actif avec des ICsy de 2.0 et 3.1 vis-a-vis des lignées cellulaires HL-60
et U937 respectivement. En revanche, le composé 7 s’est révélé étre totalement inactif.

A la lumiére de ces résultats, on peut conclure deux facteurs importants :

- En comparant les résultats du composé 3 avec ceux du composé 7, on constate que la
présence de la double liaison exocyclique conjuguée semble primordiale pour obtenir une
bonne activité biologique et cela conformément aux résultats de la littérature, toutes
modifications a ce niveau diminue 1’activité [13].

- En comparant les résultats du composé 6 avec ceux du composé 7, on constate, d’ une
part, ’absence de la double liaison exocyclique conjuguée dans les deux composés et, d’autre
part, la présence d’une chaine latérale estérifiée en position 8 ce qui rend le composé 6
efficace avec des valeurs d’ICso de 5.6 et 11.7 vis-a-vis des lignées cellulaires HL-60 et U937
respectivement.

Les autres composés 1, 2, 4 et 5 ont tous montré des activités cytotoxiques car ils renferment
dans leurs structures des doubles liaisons exocycliques en plus une chaine latérale en position
8.
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Concernant les deux composés 1 et S ce sont des isomeres mais 1’un est plus actif que I’autre.
Cette différence est due a l'emplacement du groupement acétate dans ces deux composés qui
influe sur leur activité.

On peut conclure a partir de ces résultats que la présence de la double liaison exocyclique, est
essentielle pour l'activité cytotoxique sur les cellules HL-60 et U937.

L’efficacité des lactones sesquiterpéniques peut s'expliquer par leur caractére lipophile. On
peut signaler d'autres facteurs, comme la géométrie moléculaire et I'environnement chimique
qui peuvent également influer sur l'activité de ces composés.

V. 4. Conclusion :

La plante Centaurea Omphalotricha a été étudiée pour la premiere fois biologiquement et
notamment d’un point de vue cytotoxique. Les trois nouvelles lactones sesquiterpéniques
isolées ont été évaluées pour la premicre fois avec quatre autres composé€s connus. Les
lactones sesquiterpéniques naturelles évaluées dans ce travail ont montré une forte activité
cytotoxique contre des lignées leucémiques humaines HL-60 et U937 et les résultats obtenus
peuvent conduire a la découverte de nouveaux agents anti tumoraux et hautement spécifiques
contre les cellules leucémiques.
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Conclusion générale :

L’objectif principal de ce travail s’inscrit dans le cadre d’un vaste programme de
valorisation et de développement de la recherche sur les plantes médicinales algérienne ainsi
que leurs évaluations biologiques dont 1’axe principal est basé sur la séparation, la
purification, la détermination structurale et I’activité biologique des métabolites secondaires
issues du genre Centaurea.

La valorisation des plantes médicinales passe généralement par trois étapes fondamentales
commengant par le choix, la récolte et I’identification de la plante. Ensuite, le matériel végétal
récolté est soumis aux différentes analyses chimiques et finalement les extraits obtenus ou les
produits identifiés sont testés biologiquement.

Le choix de notre plante Centaurea Omphalotricha  (famille des composés) est
essentiellement basé sur deux critéres principaux :

- le premier & ’endémisme de cette plante pour 1’Algérie et la Tunisie et que trés peu
d’études ont été consacrées a cette espece notamment la fraction sesquiterpenes
lactones.

- Le second a la richesse de ce genre de plantes en substances naturelles notamment les
flavonoides et les lactones sesquiterpeniques reconnues pour leurs activités
biologiques diverses telles que les activités antioxydante et cytotoxique.

L’étude chimique des parties aériennes de I’espece Centaurea omphalotricha a été débutée
par une extraction solide-liquide utilisant une solution alcoolique 80 % (v/v) puis suivi par des
affrontements successifs au chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol. Les extraits obtenus
ont été traités par différentes méthodes de séparation et de purification telles que la
chromatographie sur colonne et couche mince de gel de silice.

La fraction chloroformique de cette plante a permis d’isoler et d’identifier, grace a la
combinaison des donnés physicochimiques modernes notamment la spectroscopie
ultraviolette UV, la spectroscopie de résonnance magnétique RMN mono et bidimensionnelle
('H, C, DEPT, COSY, HSQC, HMBC, NOESY et ROESY) et la spectrométrie de masse a
haute résolution ESI(+). Ainsi par la comparaison avec les données de la littérature, quatorze
composés : un stéroide, deux monoterpenes, dix sesquiterpénes lactones parmi lesquels trois
composés décrits pour la premicre fois dans la littérature, un flavonoide, ces composés sont
identifiés comme suit :

- 4’-acetyl cynaropicrine (1)

- 4’-acetyl cebelline F (2)

- 15-acetyl dehydromelitensine (3)

- linichlorine B (4)

- 3-acetyl cynaropicrine (5)

- 8-(4-hydroxymethacrylate)-dehydromelitensine (6)
- 15-acetyl melitensine (7)

- cynaropicrine (8)
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- desacylcynaropicrine (9)

- 8-hydroxy-11,13-dihydrozaluzanine C (10)
- 3-hydroxy-5,6-epoxy-ionone (11).

- Dehydrovomifoliol (12).

- Circimaritin (15).

- PB-Sitostérol (17).

Alors que ’extrait d’acétate d’éthyle a donné quatre composés dont trois sont des flavonoides
et une lactone sesquiterpénique qui est déja trouvé dans la phase chloroformique il s’agit de 8-
hydroxy-11,13-dihydrozaluzanin C (10). Les composés isolés sont identifi€és comme suit :

- 4,5, 7-trihydroxyflavone (Apigénine) (13).
- 3°,4,5, 7-tetrahydroxyflavone (lutéoline) (14).
- 3,4, 5, 7-tetrahydroxyflavone (Kaempférol) (16).

Les résultats obtenus dans ce travail indiquent que les lactones sesquiterpéniques sont une
classe de métabolites trés répandue dans la famille des Centaurées et conforment aux données
de la littérature pour laquelle ils constituent de bons marqueurs chimiotaxonomique.

En ce qui concerne la partie biologique de ce travail tous les composés qui ont été testés pour
leurs activités cytotoxiques (1-7), vis-a-vis les lignées humaines leucémiques HL-60 et U937
a 1’aide de la technique colorimétrique du MTT, ont montré des activités cytotoxiques
intéressantes sauf le composé 7 qui s’est avéré inactif vis-a-vis de ces deux lignées
cancereuses.

L’ensemble de ces résultats montre que les produits d’origine naturelle peuvent étre un
réservoir potentiel de molécules originales susceptibles d’étre proposées comme modele pour
des travaux de chimie médicinale.

L’¢tude de la composition chimique des autres fractions qui n’ont pas été étudiées et
notamment la fraction butanolique ainsi que leurs évaluations biologiques restent comme des
perspectives de recherche pour le futur.
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Résumé

La recherche de nouveaux produits naturels avec des propriétés thérapeutiques
intéressantes restent, en général comme ['un des objectifs principaux pour les chercheurs.
Dans ce contexte, nous avons entamé 1’é¢tude phytochimique et biologique d’une plante
médicinale algérienne appartenant a la famille des composées Centaurea Omphalotricha,
c’est une plante endémique de 1’Algérie et la Tunisie qui a fait ’objet de peu d’études
phytochimiques et pharmacologiques.

Les extraits obtenus aprés macération sont soumis aux criblages phytochimiques utilisant les
différentes méthodes chromatographiques de séparation et de purification.

La fraction chloroformique de cette plante a permis d’isoler et identifier quatorze
composés dont un stéroide, deux monoterpénes, dix sesquiterpénes lactones et un flavonoide.

Tandis que D’extrait d’acétate d’éthyle a donné quatre composés dont trois sont des
flavonoides, deux de type flavone et un flavonol, une autre lactone sesquiterpénique a ét¢ déja
séparé dans la phase chloroformique.

Tous ces composé€s sont isolés pour la premicre fois pour cette espece. Parmi ceux-ci on
trouve trois lactones sesquiterpéniques qui sont décrits pour la premicre fois dans la
littérature.

L’¢lucidation structural de tous ces composés ont été déterminés grace a des méthodes
spectroscopiques modernes notamment la spectroscopie ultraviolette UV, la spectroscopie de
résonance magnétique RMN mono et bidimensionnelle (IH, 13C, DEPT, COSY, HSQC,
HMBC, NOESY et ROESY) et la spectrométrie de masse a haute résolution ESI(+) et par la
comparaison avec les données de la littérature.

Certains composés sesquiterpéniques ont été testés pour leurs activités cytotoxiques vis-a-vis
des lignées humaines leucémiques HL-60 et U937. Les résultats obtenus ont montrés que ces
composés possedent des activités cytotoxiques tres intéressantes.

L’ensemble de ces résultats montrent que les lactones sesquiterpéniques sont des composés
trés abondants dans le genre Centaurea et doués d’activités anticancéreuses tres élevées et
constituent de bons marqueurs chimiotaxonomique.



Abstract

In general, The search for new natural products with therapeutic properties as one of
the main objectives for researchers, in this context we have begun to study phytochemical
and biological Algerian medicinal plant which belonging to the family of compositae,
Centaurea Omphalotricha it is a plant endemic to Algeria and Tunisia, which has been little
study phytochemical and pharmacological.

The extracts obtained after the step of maceration are subjected to phytochemical screening
using different methods of chromatography for separation and purification.

The chloroform fraction of this plant was permitted to isolate and identify fourteen
compounds among which a steroid, two monoterpenes, ten sesquiterpene lactones and one
flavonoid.

While the ethyl acetate extract gave four compounds among which three flavonoids, two type
flavone and one flavonol with another sesquiterpene lactone which has already been separated
in the chloroform phase.

All these compounds were isolated for the first time of this species where you can find three
compounds of sesquiterpene lactones are described for the first time in the literature.

The structural elucidation of these compounds were determined by modern spectroscopic
methods including ultraviolet spectroscopy, the magnetic resonance spectroscopy NMR mono
and bidimensional ('H, °C, DEPT, COSY, HSQC, HMBC, NOESY and ROESY) and mass
spectrometry high-resolution ESI (+) and, by comparison with the literature data.

Some sesquiterpene compounds were tested for their cytotoxic activities vis-a-vis human
leukemic cell lines HL-60 and U937 and the results have shown that these compounds possess
interesting cytotoxic activities.

All of their results, these results show that sesquiterpene lactones are compounds abundant in
the genus Centaurea and endowed with anticancer activities are very high and for which good
chemotaxonomic markers.

All of their results show that sesquiterpene lactones are compounds abundant in the genus
Centaurea and endowed with interesting anticancer activity and Constitute for which a good
markers chemotaxonomic.
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Cytotoxic Sesquiter pene Lactones and other Constituents of Centaurea omphalotricha
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A investigacdo fitoquimica das partes aéreas de Centaurea omphalotricha levou ao
isolamento de trés lactonas sesquiterpénicas novas, 4’-acetilcinaropicrina, 4’-acetilcebelina F e
15-acetil desidromelitensina, juntamente com doze compostos conhecidos, sendo sete lactonas
sesquiterpénicas, dois isoprendides e trés flavondides. As estruturas dos novos compostos foram
elucidadas por meio de RMN 1D e 2D, e espectrometria de massas, € por comparagdo com 0s
dados descritos na literatura. O efeito de lactonas sesquiterpénicas sobre a viabilidade das células
tumorais humanas, linhagens HL-60 e U937, também foi investigado e 3-acetilcinaropicrina e
4’-acetilcinaropicrina foram os compostos mais citotoxicos contra c€lulas de leucemia humana
com valores de IC,;de 2,0 £ 0,9 e 5,1 = 0,4 umol L', respectivamente.

Phytochemical research of the aerial parts of Centaurea omphalotricha led to the isolation
of three new sesquiterpene lactones, 4’-acetyl cynaropicrin, 4’-acetyl cebellin F and 15-acetyl
dehydromelitensin, together with twelve known compounds, seven sesquiterpene lactones, two
isoprenoids and three flavonoids. The structures of the new compounds were elucidated by means
of extensive 1D and 2D NMR, and MS, and by comparison with reported data in the literature.
The effect of sesquiterpene lactones on the viability of the human tumor cell lines HL-60 and
U937 was also investigated and 3-acetyl cynaropicrin, and 4’-acetyl cynaropicrin were found to
be the most cytotoxic compounds against human leukemia cells with an IC, values of 2.0 = 0.9
and 5.1 + 0.4 umol L, respectively.

Keywords: Centaurea, Asteraceae, sesquiterpene lactones, cytotoxic activity, HL-60

Introduction

The genus Centaurea (Asteraceae: Centaureinae)
comprises more than 500 species, most of which grow
around the Mediterranean and in Western Asia.! Centaurea
species have long been used for their biological properties,
mainly as anti-inflammatory,? antipyretic,® cytotoxic,*
antibacterial,’ and antiproliferative agents.’ Phytochemical
investigations revealed that the compounds responsible
for their pharmacological properties are flavonoids’ and
sesquiterpene lactones predominantly germacranolides,

*e-mail: jfleon@ipna.csic.es, sbenayache @yahoo.com

eudesmanolides, elemanolides, and guaianolides.® As a part
of our continuing search for novel, plant-derived anticancer
chemotherapeutic agents and our systematic investigation
of the composition of plants of this genus,** we have
investigated the chemical constituents of the aerial parts of
Centaurea omphalotricha Coss. & Durieu ex Batt. et Trab.,
a species endemic to Algeria and Tunisia.!®!!

The present work describes the isolation and structural
elucidation of the constituents of the ethanolic-aqueous extract
of the aerial parts of C. omphalotricha. The constituents of
this extract were purified by column chromatography and
preparative TLC. Thus, fifteen compounds were isolated
including 4’-acetyl cynaropicrin (1), 4’-acetyl cebellin F (2)
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1R=Ac;R;=H
5R=H;R; =Ac
8R=R;=H

Figure 1. Structures of compounds 1-10.

and 15-acetyl dehydromelitensin (3), which are new
in the literature, together with the seven sesquiterpene
lactones: linichlorin B (4),'? 3-acetyl cynaropicrin (5),"
8-(4-hydroxymethacrylate)-dehydromelitensin (6),"
15-acetyl melitensin (7),'5 cynaropicrin (8),'® desacyl-
cynaropicrin (9)'° and 8-hydroxy-11,13-dihydrozaluzanin
C (10);'S two isoprenoids: 3-hydroxy-5,6-epoxy-ionone,'”
dehydrovomifoliol'” and three flavonoids: circimaritin,
apigenin and luteolin.'”® The structures of the known
compounds were confirmed by comparison of their
spectroscopic data (MS, 'H and '*C NMR) with literature
references. In this study we also demonstrate that the
isolated sesquiterpene lactones 1-6 (Figure 1) induce
cytotoxicity in human leukemia cell lines HL-60 and U937.

Experimental
General

Optical rotations were measured using a Perkin-Elmer
model 343 polarimeter using CHCI, as solvent. UV spectra
were recorded using a SHIMADZU model UV-1700
spectrophotometer. IR spectra were recorded as CHC,
films on NaCl plates, using a Bruker model IFS-55 and
Perkin-Elmer model FTIR-8400S spectrophotometer.

J. Braz. Chem. Soc.

'H and *C NMR spectra were obtained on a Bruker model
Avance 400 and AMX-500 spectrometer with standard
pulse sequences, operating at 400 and 500 MHz for 'H and
100 and 125 MHz for "*C, respectively. CDCI, was used as
solvent and TMS as internal standard. EIMS were taken
on a Micromass model Autospec (70 eV) spectrometer.
HRESIMS was performed with a LCT Premier XE
Micromass Waters spectrometer in positive ionization mode
(Waters Corporation). Column chromatography (CC) was
carried out with Si gel Fluka (cat. 60737) (40-63 um), and
column fractions were monitored by TLC (Si gel 60 F,,
0.2 mm, Macherey Nagel (cat. 818-333)) by detection
with a spraying reagent (CH,COOH/H,0/H,SO,; 80:16:4)
followed by heating at 100 °C. Preparative TLC was carried
out on Si gel 60 PF,;, , 1. (20 x 20 cm, 1 mm thickness,
Analtech (cat. 02014)).

Plant material

Aerial parts of Centaurea omphalotricha (Coss. &
Durieu ex Batt.) Willk. were collected from the Daya of
Mogheul near Bechar in southwest Algeria (32.0192 N
and 2.22 W) in April 2010 and identified by Professor
M. Kabeche of University of Setif and M. Benabdelhakem
from the National Agency of Preservation of Natural
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Resources of Bechar. A voucher specimen (COB
N. 175-2010) has been deposited in the Herbarium of
Constantine University.

Extraction and isolation

Air-dried aerial parts (2604 g) of C. omphalotricha
(Asteraceae) were powdered and macerated at room
temperature with EtOH/H,O (80:20 v/v) for 48 h, three
times. After filtration, the filtrate was concentrated and
suspended in H,O (800 mL). The residue was extracted
successively with CHCI,, EtOAc and n-butanol. The
organic phases were dried with Na,SO,, filtered using
common filter paper and concentrated in vacuum at 25 °C to
obtain the following extracts: CHCI, (10.0 g), EtOAc (9.8 g)
and n-butanol (41.8 g). The CHCI, extract was fractionated
by column chromatography (CC) (Si gel; petroleum
ether/EtOAc with increasing polarity; 100 x 7 cm) to
yield 25 fractions (1-25). Fraction 22 (petroleum ether/
EtOAc, 65:35 and 45:55; 1.3 g) was subjected to Si gel CC
(CH,C1,/MeOH; 100 x 1.5 cm) with increasing polarity to
give 8 subfractions. Subfraction 1 (CH,Cl,; 220 mg) was
purified by preparative TLC (n-hexane/Et,0, 2:4, three
elutions) to give dehydrovomifoliol (2.2 mg); subfraction
4 (CH,C1,/MeOH, 96:4; 413.6 mg) was rechromatographed
on a Si gel column (CH,Cl,/acetone; 50 x 1.5 cm) with
increasing polarity to give 22 subfractions (subl-sub 22).
Sub 6 (CH,Cl/acetone, 98:2; 8.2 mg) was purified by
preparative TLC (CH,CL,/EtOAc/acetone; 50:10:4) to
afford compound 7 (4.2 mg); sub 9 (CH,Cl,/acetone, 96:4;
14.5 mg) was submitted to preparative TLC (Et,O/n-hexane,
4:1, three elutions) to give the new compound 3 (1.8 mg)
and 5 (1.3 mg); sub 10 (CH,Cl,/acetone, 96:4; 16.9 mg)
gave after purification by preparative TLC (n-hexane/
Et,0, 1:5, four elutions) 3-hydroxy-5,6-epoxy-ionone
(3.8 mg); subl4 (CH,Cl/acetone, 90:10; 16.3 mg) was
rechromatographed by preparative TLC (n-hexane/Et,0,
1:5, four elutions) to afford compound 4 (3 mg).

Fraction 23 (petroleum ether/EtOAc, 40:60; 720 mg)
which was purified by Si gel TLC on preparative plates
(CH,C1,/MeOH/AcOH; 80:9:1, one elution) gave in
order of increasing polarity compound 9 (15.1 mg) and a
mixture which was purified by TLC (CH,Cl,/MeOH/H,0,
10:1:0.1, one elution) yielding compound 8 (2.1 mg).
Fraction 24 (petroleum ether/EtOAc 20:80; 1270 mg) was
chromatographed on a Si gel CC (CH,Cl,/isopropanol;
100 x 1.5 cm) with increasing polarity to give 26
subfractions. Subfraction 8 (CH,Cl,/isopropanol, 96:4;
113.3 mg) was submitted to preparative TLC (n-hexane/
Et,0, 1:2 five elutions) to afford the new product 1
(1.3 mg) and a mixture of compounds which was purified
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by preparative TLC (CH,C1,/MeOH, 92:8, two elutions) to
yield the new product 2 (4 mg) and circimaritin (3.4 mg).
Subfraction 9 (CH,Cl,/isopropanol, 96:4; 87.7 mg) was
submitted to preparative TLC (n-hexane/Et,0, 1:2, three
elutions) to yield 6 (4.6 mg). Subfraction 14 (CH,CL,/
isopropanol, 96:4; 14 mg) was a pure compound 10.

A part of the EtOAc extract (5.8 g) was chromatographed
on a Si gel CC (CHCl,/acetone, 100 x 7 cm) with increasing
polarity to give 8 fractions. Fraction 8 (CHCl,/acetone,
50:50 to 100% acetone; 421.2 mg) was rechromatographed
on a Si gel CC (CH,CL/EtOAc; 120 x 1.5 cm) with
increasing polarity to give 13 subfractions. Subfraction
5 (CH,CL/EtOAc, 80:20; 11 mg) afforded pure apigenin
(10.2 mg). Subfraction 7 (CH,C1,/EtOAc, 75:25; 21.8 mg)
was rechromatographed by TLC using CH,CL,/MeOH/H,O
(100:10:0.1) as mobile phase to yield luteolin (11.3 mg).

4’-Acetyl cynaropicrin (1)

Amorphous solid; [a]Z = + 94 (¢ 0.026, CHCL,); IR
(NaCl) v, /fem: 3478, 2939, 1755, 1740, 1729, 1642,
1450, 1373, 1267, 1152, 1048, 1031, 961; '"H NMR
(500 MHz, CDCl,) see Table 1; *C NMR (125 MHz,
CDCl,) see Table 2; HRESIMS positive ion m/z 411.1428

[M + Na] * (Calc. for C,H,,0,Na, 411.1420).

4’-Acetyl cebellin F (2)

Amorphous solid; [a]? = + 81 (c 0.018, CHCL,); IR
(NaCl) v, /em™: 3481, 2937, 1751, 1729, 1653, 1374,
1231, 1135, 1030, 910; '"H NMR (500 MHz, CDCl,)
see Table 1; “C NMR (CDCl,, 125 MHz) see Table 2;
HRESIMS positive ion m/z 425.1578 [M + Na] * (Calc. for

C,,H,,0,Na, 425.1576).

15-Acetyl dehydromelitensin (3)

Amorphous solid; [a]3 = + 60 (c 0.009, CHCL,); IR
(NaCl) v, /em: 3420, 2935, 1751, 1734, 1727, 1651,
1384, 1239, 1137, 1051, 910; 'H NMR (500 MHz, CDCl,)
see Table 1; “C NMR (125 MHz, CDCl,) see Table 2;
HRESIMS positive ion m/z 329.1360 [M + Na]*, (Calc.
for C;;H,,0,Na, 329.1365).

Cell culture and cytotoxicity assays

The human leukemia HL-60 and U937 cells (DSMZ,
German Collection of Microorganisms and Cell Cultures,
Braunschweig, Germany) were grown in RPMI 1640
containing 2 mmol L' L-glutamine supplemented with
10% (v/v) heat-inactivated fetal bovine serum as previously
described.”

Stock solutions of 25 mmol L' sesquiterpene lactones
were made in dimethyl sulfoxide (DMSO) and further
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dilutions were made in culture media just before use. In all
experiments, the final concentration of DMSO did not exceed
0.4% (v/v), a concentration which is non toxic to the cells.
The cytotoxicity of sesquiterpene lactones on human tumor
cells was analyzed by colorimetric 3-[4,5-dimethylthiazol-
2-yl-]2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) assay as
previously described.? Concentrations inducing a 50%
inhibition of cell growth (IC,,) were determined graphically
using the curve fitting algorithm of the computer software
Prism 4.0 (GraphPad). Values are means + SE from at
least three independent experiments, each performed in
triplicate. The antitumor agent etoposide was used as a
positive control in both HL-60 (IC,,= 0.4 £ 0.1 umol L")
and U937 cells (IC,,= 1.4 £ 0.3 umol L').

Results and Discussion

Compound 1 was obtained as an amorphous solid.
HRESIMS experiments indicated the molecular formula
C,,H,,0, (calc. for [M + Na]*411.1420; found 411.1428).
The IR spectra exhibited absorption bands for OH groups
(3478 cm™) and for carbonyl groups (1755 (o, 3-unsaturated-
v-lactone), 1740 and 1729 (ester carbonyls) cm™). The
presence of these groups was confirmed by the 'H (Table 1)

Table 1. '"H NMR data of compounds 1-3 in CDCI, (d in ppm and J in Hz)
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and *C NMR spectra (Table 2). The 'H NMR of 1 showed
the presence of eight olefinic methylene protons at d,, 5.65
(d, 1H,J 3.1 Hz, H-13a), 6.27 (d, 1H, J 3.5 Hz , H-13b), 4.98
(s, 1H, H-14a), 5.19 (s, 1H, H-14b), 5.41 (t, 1H, J 1.5 Hz,
H-15a), 5.53 (t, 1H, J 1.5 Hz, H-15b), 6.00 (s, 1H, H-3"a)
and 6.49 (s, 1H, H-3"b), one acetyl group at 0, 2.14 (s, 3H,
OAc), three oxygenated methines at 0,;4.29 (dd, 1H, J 10.5,
9.0 Hz, H-6), 4.60 (tt, 1H, J 7.0, 1.5 Hz, H-3) and 5.19 (m,
1H, H-8) and one oxygenated methylene at J,,4.88 (s, 2H,
H,-4").The connectivities were established by analysis of its
COSY spectrum. The *C NMR (Table 2) and DEPT data
indicated the presence of one carbonyl group corresponding
to a y-lactone, two ester carbonyl groups, three aliphatic
methylene, eight olefinic, one methyl (acetate), and six
methine carbons. Both the 'H and *C NMR spectral data of
compound 1 were close to those of cynaropicrin,'® with the
exception of an extra acetyl group in compound 1, which
was assigned by a HMBC experiment. Thus, the correlation
observed between the signal at 6, 4.88 (s, 2H, H,-4’) and
0. 170.3 (OAc), allowed us to confirm the position of the
acetoxy group at the C-4’ position. Therefore, the structure
of 1 was elucidated as 4’-acetyl cynaropicrin.

Compound 2 was obtained as an amorphous solid. The
'H NMR data (Table 1) of 2 were very similar to those

1 2 3
Proton

Oy Oy Oy
1 3.02 (ddd, 10.5,9.0, 7.5) 3.03 (ddd, 11.0, 10.5, 7.5) 5.82 (dd, 17.4, 10.7)
2a 1.75 (ddd, 14.5, 10.5, 7.0) 1.77 (ddd, 13.0, 10.5,7.5) 5.05 (d, 10.7)
2b 2.22-2.27 (m) 2.28 (dt, 13.0,7.5) 5.11(d, 17.4)
3a 5.05 (s)
b 4.60 (11,7.0, 1.5) 4.61 (1t,7.5,1.5) 5.45 (5)
5 2.89 (11, 9.0, 1.5) 2.89 (11, 11.0, 1.5) 246 (d, 11.4)
6 4.29 (dd, 10.5, 9.0) 4.28 (dd, 11.0, 9.0) 4.16 (1, 11.4)
7 3.20-3.25 (m) 3.21-3.26 (m) 2.67 (1t, 11.4, 3.0)
8 5.19 (m, overlapped) 5.16 (ddd, 9.3, 5.1, 4.0) 4.15(td, 11.4,4.1)
9a 2.44 (dd, 14.5, 3.5) 2.41 (dd, 14.6, 4.0) 1.70 (dd, 13.1, 11.4)
9b 2.75 (dd, 14.5, 5.0) 2.74 (dd, 14.6, 5.1) 1.91 (dd, 13.1, 4.1)
13a 5.65(, 3.1) 5.62 (d, 3.1) 6.03 (d, 3.0)
13b 6.27 (d, 3.5) 6.27 (d, 3.5) 6.22 (d, 3.0)
14a 4.98 (s) 4.98 (s)
14b 5.19 (s) 5.19 (s) L14(s)
15a 541, 1.5) 541, 1.5) 4.52 (d, 13.6)
15b 5.53 (¢, 1.5) 5.55(t, 1.5) 4.57 (d, 13.6)
3’a 6.00 (s)
b 6.49 (5) 6.85 (19, 6.1, 1.2) —
4 4.88 (s) 4.83 (d, 6.1) —
5 — 1.98 (d, 1.2) —

OAc 2.14 (s)

2.15 (s)

2.13 (s)
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of 1, suggesting that both compounds are closely related
in structure. The major variation is that compound 2 has
a different acyl group. A detailed comparison of the 'H
(Table 1) and *C NMR (Table 2) signals of 2 and 1 revealed
an extra carbon signal in *C NMR, besides the presence
of a methyl group atd,, 1.98 (d, 3H, J 1.2 Hz, H;-5") and a
vinylic proton signal atd,, 6.85 (tq, 1H, J 6.1, 1.2 Hz, H-3)
in "H NMR suggesting that the substituent group in 2 is the
4-acetoxy-2-methyl butenoyl. The relative stereochemistry
of the double bond in the acyl group was determined as £
based on the observed correlation between the signals at
0y;4.83 and 1.98 in the ROESY spectrum. The combination
of all the above data and the HRESIMS experiment led us
to assign the structure of 2 as 4’-acetyl cebellin F.

Table 2. *C NMR data of compounds 1-3 in CDCI, (6 in ppm)

1 2 3
Position

O¢ Oc Oc
1 454 454 146.0
2 39.1 39.1 113.0
3 73.8 73.9 116.9
4 152.3 152.3 138.7
5 51.4 51.4 51.5
6 78.4 78.6 78.3
7 46.7 47.9 55.1
8 74.6 74.5 67.5
9 37.1 37.3 49.8
10 141.7 141.8 42.0
11 137.4 137.4 137.4
12 168.9 169.0 169.7
13 122.5 122.1 120.5
14 118.2 118.1 19.0
15 113.6 113.6 67.2
I 164.3 166.1
2 135.2 130.2
3 129.1 136.4
4 62.3 61.0
5 12.9
OAc 20.8 170.3 20.8 170.7 21.0 170.6

The HREIMS and “C NMR data of 3 indicated the
molecular formula C,H,,0,. The IR spectrum of this
compound showed the presence of hydroxyl groups
(3420 cm™), and carbonyl groups (1751, 1734, 1727 cm™).
The '"HNMR (Table 1) spectrum of 3 exhibited the presence
of one methyl group at 6, 1.14 (s, 3H, CH,-14), one acetyl
methyl group at 2.13 (s, 3H, OAc), one vinylic proton
at 5.82 (dd, 1H, J 17.4, 10.7 Hz, H-1), and six olefinic
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methylene protons at 5.05 (d, 1H, J 10.7 Hz, H-2a), 5.11
(d, 1H, J 17.4 Hz, H-2b), 5.05 (s, 1H, H-3a), 5.45 (s,
1H, H-3b), 6.03 (d, 1H, J 3.0 Hz, H-13a), 6.22 (d, 1H,
J 3.0 Hz, H-13b), typical of a 1,3,11(13)-elematrien-6,12-
olide.?'** The relationships between the proton signals in
3 were established from the "H-"H COSY spectrum, which
disclosed the following connectivities: H-1 with H,-2, H-5
with H-6, H-13 with H-7, H-8 with H,-9. The *C NMR
(Table 2) and DEPT spectral data indicated the presence
of two carbonyl groups, corresponding to a y-lactone, and
an acetoxy group, six olefinic carbons, two methyl groups,
two aliphatic methylene carbons, one of them oxygenated,
four methine carbons, two of them oxygenated and one
quaternary carbon. These assignments were similar to those
of the known elemanolide dehydromelitensin.>> However,
a hydroxyl group was replaced by an acetoxy group, the
location of this group in 3 being confirmed by the low shift
position (+ 0.5 ppm) of the protons H,-15 at J,, 4.52 (d,
1H, J 13.6 Hz, H-15a) and 4.57 (d, 1H, J 13.6 Hz, H-15b)
in comparison with the '"H NMR dehydromelitensin data,”
characteristic of the presence of an acetyl group in a primary
hydroxyl. The structure of compound 3 was assigned
and confirmed using HMBC, HSQC and ROESY data as
15-acetyl dehydromelitensin.

Sesquiterpene lactones have attracted much attention
during the last three decades, because they display a wide
range of biological activities, including antitumor and anti-
inflammatory properties.®* The structural requirement for
the biological activities of these compounds is associated
with o-methylene-y-butyrolactone moiety, which acts
as alkylating agent in a Michael-type reaction with
nucleophiles.?* Thus, sesquiterpene lactones are believed
to exert their numerous biological activities through
inhibition of enzymes and other functional proteins by
forming covalent bonds with free cysteine residues in these
macromolecules or by conjugation with glutathione.?>2

Previous studies have shown that sesquiterpene
lactones display cytotoxic properties in tumor cells® and
that the sesquiterpene lactone of the guaianolide type
cynaropicrin induces cytotoxicity in U937 and Jurkat T
cell lines.”” A quantitative structure-activity relationships
(QSAR) study including four different skeletons of
sesquiterpene lactones revealed the most active among the
guaianolides and pseudoguainolides, and steric properties
and electronic features as the most important descriptors.?
However, antiproliferative studies of the naturally occurring
sesquiterpene lactones described in this paper in human
leukemia cells have not yet been assessed.

Sesquiterpene lactones 1-6 were found to inhibit the
growth and cell viability of HL-60 and U937 cells in culture
as determined by the 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]2,5-
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diphenyl tetrazolium bromide (MTT) dye-reduction assay
(Table 3). In contrast, the sesquiterpene lactone 7 is not
an effective antiproliferative agent showing an IC, value
higher than 100 pmol L" in leukemia cells, in accordance
with the absence of the alkylating group, the exocyclic
conjugated double bond.

Table 3. Effects of compounds 1-7 on the growth of the human leukemia
cell lines

IC,, / (umol L)

Compound

HL-60 U937
1 51+04 10.8 £4.1
2 70+19 104+19
3 258+3.6 299 +4.4
4 54+13 6.8+22
5 20+09 3.1+0.6
6 5.6+2.1 11.7+1.5
7 > 100 > 100

Cells were cultured for 72 h and the IC,, values were calculated as
described in the Experimental section. The data shown represent the
means + SEM of 3-5 independent experiments with three determinations
in each.

Among the different sesquiterpene lactones, the presence
of the exocyclic, conjugated double bond is essential for the
cytotoxic activity against HL-60 and U937 cells. Compounds
1, 2, 4, 5 and 6 displayed similar potency in both cell lines.
The potency of these sesquiterpene lactones might be
explained by their lipophilicity. However, other factors,
such as molecular geometry and the chemical environment
of the target sulfhydryl may also influence the activity of
sesquiterpene lactones. All these guaianolides contain an
ester functional group at C-8. The sesquiterpene lactone
8-(4-hydroxymethacrylate)-dehydromelitensin 6 also
contains an ester near from the exocyclic methylene bond.
The presence of this group appears to be important, since
compound 3 (15-acetyl dehydromelintensin) - which does
not contain this functional group - was less cytotoxic than 6.

In conclusion, the Algerian plant Centaurea omphalotricha
has been chemically studied for the first time, and three new
sesquiterpene lactones have been identified along with twelve
known compounds. The naturally occurring sesquiterpene
lactones evaluated in the present study were strongly
cytotoxic against human leukemia cell lines and the results
of the present study may lead to the discovery of new and
highly specific antitumor agents against leukemia cells.

Supplementary Information

Spectra of compounds 1-3 are available free of charge
at http://jbcs.sbq.org.br as PDF file.
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