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NOTES AUX LECTEURS

Ce mémoire est constitué de deux Tomes. Le Tome |l compléete le Tome | et comprend :
= |a majorité des tableaux et des figures,

= |’ensemble des spectres (UV, IRTF, SM et RMN) des extraits bruts et des composés

isolés.

Cette disposition présente I'avantage de pouvoir consulter en méme temps le texte et la figure
correspondante. A noter que les tableaux et les figures se trouvant respectivement dans les Tomes |
et Il ont été numérotés indépendamment. Dans le Tome |, les termes botaniques utlisés dans la

description des espéces ont leur définition dans un lexique a la page 324.

Les travaux de recherche réalisés lors de cette these ont donné lieu a une publication [P]

soumise et un poster [Po] et deux communications de vulgarisation scientifique [V] :

[Pol] Razafindrabenja L. E., Mahadeo K., Rasolondramanitra J., Grondin |., Gauvin-Bialecki A., A
chemotaxonomic study of volatile compounds from 17 Psiadia species endemic to Reunion and
Madagascar Islands. 3rd International Conference on Island Evolution, Ecology and Conservation, Saint-

Denis, Réunion, July 2019.

[P1] Razafindrabenja L. E., Herbette G., Di Giorgio C., Ollivier E., Rasolondramanitra J., Greff S., Mamede
L., Clerc P., Frederich M., Grondin I., Gauvin-Bialecki A., Bioactive polyacetylenes and hydroxycinnamic
acids from leaves of Psiadia lucida and analogue annotation by Molecular Networking. Soumise au

Journal of Natural Products. 2021.

[V1] Participation au concours « Ma Thése en 180 secondes » - 2™ prix du Jury

. 2018

[V2] Présentation orale - 62™¢ édition internationale des Sciences de I'Ingénieur au féminin,

Fianarantsoa, Madagascar - 2018

Les travaux de cette these ont également donné lieu a I'encadrement d’un stage ERASMUS

(Master 2) :

Guillaume Smagghe (2018) M2 Sciences Pharmaceutiques, Université de Liege, Belgique.
Titre de mémoire : « Contribution to the phytochemical study of Psiadia dentata ».

Encadrants : I. GRONDIN et L. E. RAZAFINDRABENJA


https://www.youtube.com/watch?v=4tgIIdUaEtc
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LISTE DES ABREVIATIONS

U Abréviations spécifiques aux activités biologiques

APAD : 3-Acétyl Pyridine Adénine Dinucléotide
CEso : Concentration Efficace a 50 %

Clso : Concentration Inhibitrice a 50 %

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice

DEso : Dose Efficace a 50 %

HRP : Peroxydase de raifort (HorseRadish Peroxydase)
LDH : Lactate DésHydrogénase

LPS : Lipopolysaccharide

NAD+ : Nicotinamide Adénine Dinucléotide
NBT : chlorure de bleu de nitrotétrazolium
OH" : radical hydroxyle

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

NO : Oxyde Nitrique

PES : éthosulfate de phénazine

SIDA : Syndrome d'ImmunoDéficience Acquise
TPA : acétate de 12-O-tétradécanoylphorbol

TSP : acide triméthylsilylpropanoique

Lignées cellulaires

A-549 : lignée cellulaire cancéreuse humaine (cancer du poumon)
COLO320DM : lignée cellulaire cancéreuse humaine (cancer du cdlon)
DLD-1: lignée cellulaire cancéreuse humaine (cancer du célon)

Hela : lignée cellulaire cancéreuse humaine (cancer du col de I'utérus)
HEpG?2 : lignée cellulaire cancéreuse humaine (cancer du foie)

HT 29 : lignée cellulaire cancéreuse humaine (cancer du célon)
LS174T : lignée cellulaire cancéreuse humaine (cancer du cblon)
MCF7 : lignée cellulaire cancéreuse humaine (cancer du sein)
MDAZ231 : lignée cellulaire cancéreuse humaine (cancer du sein)
SKCO1 : lignée cellulaire cancéreuse humaine (cancer du cdlon)
WIDR : lignée cellulaire cancéreuse humaine (cancer du célon)

WS-1 : fibroblastes de peau humaine
O Abréviations spécifiques a la chimie

Solvants et réactifs
ACN : acétonitrile

AcOEt : acétate d’éthyle



AF : acide formique

CD30D : méthanol deutéré

CDCls : chloroforme deutéré

DCM : dichlorométhane

DMSO : diméthylsulfoxyde

DMSO-d6 : diméthylsulfoxyde deutéré
MeOH : méthanol

MTPA : acide a-méthoxy-a-trifluorométhylphénylacétique

Abréviations spécifiques aux méthodes analytiques

[a]'o : pouvoir rotatoire spécifique

ASE : extraction accélérée par solvant

¢ : concentration

C-18 : silice greffée par des groupements octadécyles

CAD : détecteur d’aérosol chargé

CCM : Chromatographie sur Couche Mince

CG-DIF : Chromatographie Gazeuse couplée a un Détecteur a lonisation de Flamme
CG-SM : Chromatographie Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse

CLHP : Chromatographie Liquide Haute Performance

CLMP : Chromatographie Liquide Moyenne Pression

CLUHP : Chromatographie Liquide Ultra Haute Performance

CL-SM?: Chromatographie en phase Liquide couplée a la Spectrométrie de Masse tandem
COSY : COrrelation SpectroscopY

CPP : copalyl diphosphate

DAD : détecteur a barrettes de diodes

ECD : dichroisme circulaire électronique

ELSD : détecteur évaporatif a diffusion de lumiére

ESI" : lonisation ElectroSpray mode négatif

ESI*: lonisation ElectroSpray mode positif

GGPP : géranylgéranylpyrophosphate

HMBC : Heteronuclear Multiple Bond Connectivity

HSQC : Heteronuclear Single Quantum Coherence

IRR : Indices de Rétention Relatifs

IRTF : InfraRouge a Transformée de Fourier

J : constante de couplage en Hz

m/z : masse/charge

NOESY : Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY

ppm : partie par million

RMN (1D, 2D) : Résonance Magnétique Nucléaire (une dimension, deux dimensions)

SM : Spectrométrie de Masse



SMHR : Spectrométrie de Masse Haute Résolution
SM? : Spectrométrie de Masse tandem

UV : UltraViolet

v/v : volume/volume

VCD : dichroisme circulaire vibrationnel

613c : déplacement chimique du carbone

611 déplacement chimique du proton

A : longueur d’onde
U Abréviations spécifiques aux réseaux moléculaires

CFM-ID : Competitive Fragmentation Modeling-ID

CFM-ID : Competitive Fragmentation Modeling for Metabolite Identification
CS : Cosine Score

DNP : Dictionary of Natural Products

GNPS : Global Natural Products Social Molecular Networking

HMDB : Human Metabolome Database

ISDB : In Silico DataBase

MassIVE : Mass spectrometry Interactive Virtual Environment

MONA : Massbank of North America

ReSpect : RIKEN tandem mass spectral database
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Le désir de bien-étre et de santé est une quéte aussi vieille que I’"humanité. Depuis toujours,
'Homme a puisé dans les plantes les reméedes nécessaires pour prévenir, soigner et alléger ses
souffrances. Cette médecine par les plantes, communément appelée « phytothérapie », semblait déja
exister il y a environ 60 000 ans. En effet, lors de fouilles dans un lieu de sépulture en Irak, des pollens
de huit plantes médicinales, telles que I'éphédra (Ephedra sinica), ont été retrouvés (Solecki, 1975).
Par ailleurs, les documents les plus anciens sur la phytothérapie ont été reportés il y a 2 600 années
avant notre éere indiquant l'utilisation en Mésopotamie de 1 000 préparations médicales a base de
plantes (Atanasov et al., 2015). Il s'agit notamment des huiles des especes Cedrus (cédre) et Cupressus
sempevirens (cypres), Glycyrrhiza glabra (réglisse), Commiphora sp. (myrrhe) et Papaver somniferum
(jus de pavot), qui sont encore tous utilisés aujourd'hui pour le traitement d'affections allant de la toux
et du rhume aux infections parasitaires et a l'inflammation (Cragg & Newman, 2013). La médecine
égyptienne débute d'environ 2 900 avant notre ére ; cependant, ce n’est qu’en 1862 que le papyrus
d’Ebers a Louxor (Egypte), datant de 1 500 ans avant notre ére, a été découvert. Ce papyrus contient
plus de 700 formules et remedes a base de plantes, montrant I'importance de la médecine

traditionnelle en Egypte antique (Borchardt, 2002).

Et aujourd’hui encore, malgré le progrés de la chimie de synthése, les plantes constituent
encore un apport précieux pour la recherche pharmacologique. En effet, partout a travers le monde :
chez les Grecs, les Romains (Kapoor, 2018) et les Indiens d’Amérique Centrale et du Sud (Alonso-Castro
et al., 2016; VanPool, 2019), en Afrique (Fajinmi et al., 2017), en Asie (Astutik et al., 2019) ..., les plantes
restent une source essentielle de molécules aux propriétés intéressantes. Pres de la moitié des
médicaments que nous utilisons actuellement ont une composition d’origine végétale et le quart
renferme des extraits de plantes ou des molécules actives provenant directement des plantes

(Newman & Cragg, 2020).

A noter que sur les centaines de milliers d’espéces végétales que compte la flore mondiale,
environ 400 000 seulement ont été répertoriées (Antonelli et al., 2020) et en moyenne, environ 2 000
nouvelles espéces végétales sont identifiées chaque année (Cheek et al., 2020). La plus grande
diversité floristique se concentre dans les régions tropicales et équatoriales (Gentry, 1993). En raison
de cette richesse naturelle, la zone Ouest de I'Océan Indien (Madagascar, Les Comores, Maurice,
Rodrigues, Les Seychelles, La Réunion et Mayotte), a été classée parmi les trente-cing points chauds
de la biodiversité mondiale. Les disparités géologiques et climatiques conferent a cette zone une
richesse de flore exceptionnelle avec un trés fort taux d’endémisme. Pour Madagascar, on y dénombre
11 399 espéces dont 9 329 (82 %) sont endémiques (Clubbe et al., 2020 ; Tropicos, 2021). La Réunion,
quant a elle, abrite 898 espéces dont 250 endémiques (27,8 %) (CBNM, 2021).

Soigner par les plantes, a Madagascar, est une habitude et la médecine traditionnelle est
encore tres présente aussi bien en milieu urbain qu’en milieu rural. Selon I’'OMS, environ 70 % de la

population ont recours a la phytothérapie. Les plantes utilisées en médecine traditionnelle et



actuellement recensées comptent 3 245 espéces. Parmi celles-ci, Psiadia altissima et Cinnamosma
macrocarpa, endémiques de la grande fle, sont les plus citées dans la littérature, suivies de Harungana
madagascariensis, Trema orientalis et Lygodium lanceolatum (Rafidison et al., 2019). A La Réunion,
malgré les progrées de la médecine, une majorité de la population se soigne encore par des remedes
traditionnels a base de plante. On estime environ 650 plantes médicinales dont 27 sont déja inscrites
a la Pharmacopée francaise telles que I'ambaville (Hubertia ambavilla var. ambavilla), I'ayapana
(Ayapana triplinervis) et la fleur jaune (Hypericum lanceolatum Lam. subps. lanceolatum) (Giraud-
Techeretal., 2016 ; Smadja & Marodon, 2016). Résultat du travail mené par le laboratoire universitaire
ChemBioPro et I'Association des Plantes Aromatiques et Médicinales de La Réunion (APLAMEDOM),
cette reconnaissance permet d’ouvrir de nouveaux horizons de valorisation économique de la

biodiversité réunionnaise, notamment dans le domaine de la santé.

Toutefois, cette biodiversité végétale s'épuise a un rythme accéléré suite a la conjugaison des
facteurs naturels et des activités humaines diverses alors qu’elle est largement inexplorée pour ses
potentialités en matiére de nouvelles molécules biologiquement actives. Selon le critere de I"'UICN
(Union Internationale pour la Conservation de la Nature), sans compter les espéces végétales
disparues, 1 676 espéces malgaches (Royal Botanic Gardens, 2017) et 275 espéces réunionnaises
(Galindo, 2010) sont menacées par une forte anthropisation et/ou une utilisation abusive par la

pharmacopée locale.

Par ailleurs, dans ces deux iles et dans d’autres pays du monde, le contexte sanitaire nécessite
impérieusement la recherche de nouveaux candidats médicaments qui peuvent apporter des réponses
aux problémes de santé publique tels que les maladies cardiovasculaires, le paludisme, le diabéte et le

cancer.

Ainsi, outre les actions de conservation et de gestion des milieux naturels déja mises en place,
le laboratoire ChemBioPro a développé depuis de nombreuses années, des travaux de recherche en
matiere d’étude phytochimique en vue de valoriser la flore de la zone Sud-Ouest de I'Océan Indien.
Plusieurs programmes de recherche internationaux tels que Phytochik (Biodiversité et virus émergents
dans I'Océan Indien : sélection de médicaments ciblant le virus du Chikungunya) et BioMol TCN
(Activités Thérapeutiques, Cosmétologiques et Nutracétiques de MOLécules issues de la BlOdiversité
terrestre, marine et microbienne de la zone Sud-Ouest de I'Océan Indien) ont été développés sur cette
thématique au sein du laboratoire. De méme, le projet PHAR (Valorisation PHARmacologique de la
biomasse terrestre et marine de la zone Sud-Ouest de I'Océan Indien par voies chimique et
biotechnologique - 2020-2023) est actuellement porté par le laboratoire ChemBioPro. Ce projet,
soutenu par I'Europe et La Région Réunion (FEDER : Fonds Européens de DEveloppement Régional), a
pour objectif de valoriser les molécules bioactives issues de plantes, d’invertébrés marins et de micro-

organismes de la zone Sud Ouest de I'Océan Indien et de développer des filieres biotechnologiques et



agricoles pour la production durable d’extraits et de molécules bioactives. Les cibles choisies sont les

activités antidiabétique (anti-inflammatoire et antioxydante), antipaludique et anticancéreuse.

Ce projet de thése intitulé « Etude chimique et valorisation pharmacologique d’espéces du
genre Psiadia endémiques de La Réunion et de Madagascar » s’inscrit pleinement dans ce programme
de recherche. En effet, depuis I'année 2000, le laboratoire ChemBioPro et ses partenaires ont
développé des travaux de recherche sur quelques espeéces de Psiadia endémiques de La Réunion et de
Maurice. Ces travaux ont été consacrés a la préservation de la biodiversité, la dynamique des

populations, la recherche de biomarqueurs et de molécules bioactives.

Dans la continuité de ces travaux et en particulier de ceux réalisés par K. Mahadeo (2018) et
afin d’avoir d’'une vue globale sur les espéces du genre Psiadia de la zone Océan Indien, I'objectif de
cette these est de valoriser les especes du genre Psiadia endémiques de La Réunion et de Madagascar

selon :

= une approche écologique par la recherche de biomarqueurs, en étudiant leur composition en

métabolites spécialisés volatils et non volatils,

= une approche pharmacologique par la mise en évidence des propriétés biologiques
(antipaludique, anti-inflammatoire et cytotoxique) de 5 espéces du genre Psiadia endémiques
de Madagascar, ainsi que par lisolement des molécules bioactives issues de deux
especes sélectionnées : P. dentata, endémique de La Réunion et P. lucida, endémique de

Madagascar.

Les travaux menés dans le cadre de cette these, synthétisés dans I'organigramme 1, ont été

réalisés dans 5 laboratoires de recherche :
- le Laboratoire ChembioPro, de I’'Université de La Réunion,

- le Laboratoire de chimie organique, de I'Ecole Supérieure Polytechnique, Université

d’Antananarivo, Madagascar,
- le Laboratoire de Pharmacognosie, de I'Université de Liege, Belgique,
- le Spectropole d’Aix-Marseille Université

- I'Institut Méditerranéen de la Biodiversité et d’Ecologie marine et continentale (IMBE),

de I'Université d’Aix-Marseille.

Ce mémoire est constitué de trois grandes parties :

La premiére partie présente les éléments bibliographiques relatifs au genre Psiadia et aux 6

especes réunionnaises et malgaches étudiées.



La seconde partie décrit I'étude chimique des composés volatils des 5 espéces du genre Psiadia

endémiques de Madagascar.

La troisieme partie est consacrée aux travaux menés sur les composés non volatils des 6
espéces étudiées. Cette partie est constituée de trois chapitres essentiels. Sont développés dans

chacun de ces chapitres :
- les criblages chimique et biologique de 5 espéces endémiques de Madagascar,

- I'étude phytochimique de I'espéce P. lucida, endémique de Madagascar sélectionnée a

I'issue des criblages chimique et biologique réalisés,

- I'étude phytochimique de P. dentata, espéce endémique de La Réunion ayant démontré

lors des travaux antérieurs (Mahadeo, 2018) des activités biologiques remarquables.



Etat de I’art sur les données bibliographiques des 6 espéeces étudiées
(P. altissima, P. dentata, P. hispida, P. leucophylla, P. lucida, P. salviifolia)
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Organigramme 1 : Présentation des différentes étapes réalisées dans la these.

21






iques

Partie |

V4

Eléments bibliograph






Chapitre 1. Le genre Psiadia

I.1.1. Position systématique du genre Psiadia

Le genre Psiadia, appartenant a la famille des Asteraceae, a été défini par Von Jacquin N. J. en
1797 et par Scott A.J. en 1901. Le mot Psiadia vient du grec psias signifiant goutte, goutte de rosée, en
référence a 'espece Psiadia glutinosa, au feuillage particulierement glutineux, couvert d'une gomme
ayant l'aspect de gouttelettes de rosée. Ce genre est aussi nommé par Cassini H., en 1819, comme le
genre Elphegea, puis par Cordemoy E.J., en 1872, comme le genre Frappiera. Sa classification est
présentée dans le tableau l.

Tableau | : Classification du genre Psiadia.
(https://www.gbif.org/fr/species/157046990)

Reégne | Plantae
Sous-régnes | Tracheobionta
Division | Magnoliophyta
Classe | Magnoliopsida
Sous-classe | Asterideae
Ordre | Asterales
Famille | Asteraceae

Genre | Psiadia

I.1.2. Distribution du genre Psiadia

Le genre Psiadia contient plus de 60 especes : une espéece en Indonésie et au Sri Lanka, Psiadia
ceylanica (Arn.) Grierson, plusieurs espéces en Arabie et en Afrique (Afrique tropicale et Afrique du
Sud) (Bosser et al., 1993). Humbert H., en 1960, dénombre par ailleurs 28 especes endémiques de
Madagascar et les travaux de Cordemoy E.J. ont rendu compte de 26 especes endémiques des iles des
Mascareignes (Maurice, Rodrigues et La Réunion) (Cordemoy, 1895 ; Humbert, 1960). Enfin, une
espece, auparavant implantée sur I'lle de Sainte Hélene, a aujourd’hui disparu (Bosser et al., 1993). La

distribution du genre Psiadia est présentée dans la figure 1.

Figure 1 : Distribution du genre Psiadia (1835-2021).
(https://www.gbif.org/species/7970768)


https://www.gbif.org/fr/species/157046990
https://www.gbif.org/species/3119686

I.1.3. Caractéristiques botaniques du genre Psiadia

Le genre Psiadia présente un large panel de caractéristiques morphologiques. En effet, la
plupart des espéeces de ce genre sont des arbustes et des arbrisseaux mais d’autres sont des lianes ou
des sous-arbrisseaux poilus, non visqueux. Les feuilles sont alternes, sessiles ou pétiolées, parfois
hétéromorphes, entiéres ou serretées, glabres et glutineuses a densément pubescentes, penninervées
ou trinervées. Les fleurs sont peu nombreuses a nombreuses, de couleurs blanche a jaune. Les fruits
sont des akénes parfois légerement comprimés ou trés comprimés et a deux cotes sur les marges. Dans
la figure 2 sont présentées quelques feuilles des espéces du genre Psiadia des Mascareignes (Bosser

et al., 1993).

Figure 2 : Feuilles de quelques espéeces du genre Psiadia (Bosser et al., 1993).

(1) P. dentata, (2) P. viscosa, (3) P. terebinthina, (4) P. cataractae, (5) P. penninervia, (6) P. mauritiana, (7)
P. retusa, (8) P. pollicina, (9) P. arguta, (10) P. rodriguesiana, (11) P. canescens, (12) P. lithospermifolia, (13) P.
laurifolia, (14) P. insignis, (15) P. amygdalina, (16) P. anchusifolia, (17) P. boivinii, (18) P. melastomatoides, (19)
P. montana, (20) P. salaziana, (21) P. sericia, (22) P. argentea, (23) P. aspera, (24) P. rivalsii, (25) P. callocephala

I.1.4. Utilisations traditionnelles du genre Psiadia

La littérature révele pour les espéces du genre Psiadia un grand nombre d’usages traditionnels
(Wangetal., 1989). En Afrique, I'espece P. punctulata est utilisée pour traiter les douleurs abdominales
et le rhume (Kokwaro, 1976), ou encore comme expectorant pour les bronchites et I'asthme (Al-Yahya
et al., 1987). L'espéce présente également des propriétés analgésiques (Daruty, 1911). Les Bédouins
I'utilisent en platre pour les os brisés (Keriko et al., 1997), les Massai, quant a eux, utilisent ses racines
contre le paludisme (Koch et al., 2005). Au Sri Lanka, les feuilles de P. ceylanica sont employées contre

I’empoisonnement alimentaire et pour traiter I'asthme (Ayurvedic Plants of Sri Lanka, 2020).



Dans les Mascareignes, les feuilles des espéces du genre Psiadia sont utilisées comme
expectorant pour traiter les bronchites et I'asthme (Aumeeruddy-Elalfi et al., 2015 ; Sussman, 1980 ;
Wang et al., 1989). Les feuilles de P. lithospermifolia et de P. viscosa sont habituellement employées
en cataplasme ou en infusion pour traiter les infections pulmonaires, les blessures mineures, les

bralures (Gurib-Fakim et al., 1995), les troubles hépatiques et I'hypertension (Pernet, 1957).

Dans la médecine traditionnelle malgache, certaines espéces sont utilisées pour traiter les
maladies de la peau telles que I'eczéma et les plaies galeuses (Danthu et al., 2008). Elles sont
également connues pour leurs propriétés hémostatiques, anti-diarrhéiques, carminatives et

désinfectantes (Ramanoelina et al., 1994).



Chapitre 2. Les espéeces du genre Psiadia étudiées

I.2.1. Sélection des espéces étudiées

U Sélection des espéces de Madagascar étudiées

La sélection des especes de Madagascar étudiées dans le cadre de cette these a été basée sur
3 criteres principaux: l'accessibilité du végétal, son abondance dans la nature et ses usages

traditionnels.

Madagascar possede 28 espéces du genre Psiadia (27 endémiques et 1 indigene non

endémique) (Humbert, 1960). Leur localisation est indiquée dans la figure 3. Il s’agit de :

- P.agathaeoides - P. dracaenifolia - P. quartziticola

- P.alticola - P. flavonicerea - P. salviaefolia

- P.altissima - P.glutinosa - P.serrata

- P. angustifolia - P. godotiana - P.tanala

- P.cacuminum - P. hispida - P. tardieuana

- P.coarctata - P.ineaquidentata - P. tsaratananensis
- P.coursii - P. leucophylla - P.vestita

- P.decaryi - P.lucida - P.volubilis

- P.depauperata - P. marojejyensis (paléotropique)

- P.dimorpha - P. nigrescens

L'espéce P. altissima compte 4 variétés : altissima, andringitrensis, occidentalis et stenophylla.
L'espéce P. nigrescens compte 3 variétés : ciliata, latifolia et nigrescens. Deux sous-especes ont été
observées pour 'espéce P. salviaefolia : mandrarensis et salviaefolia (Dennis & Jackson, 1974 ;
Humbert, 1960), deux sous-espéces pour I'espece P. dracaenifolia : dracaenifolia et kalambatitrensis
et deux sous-especes pour l'espece P. angustifolia : angustifolia et linearis. Ces variétés et sous-

espéces sont toutes endémiques (Humbert, 1960).

La différence entre une variété et une sous-espéce doit étre soulignée. En effet, les deux sont
un rang inférieur a l'espéce. Cependant, lorsque, entre deux populations, un seul caractére
morphologique qualitatif ou quantitatif differe, les deux taxons sont dits des variétés (varietas) ; dans
le cas ou leur aire géographique differe et lorsque deux caractéres morphologiques qualitatifs ou

quantitatifs se différencient, les deux taxons sont des sous-especes (subspecies) (Landry, 1975).



Figure 3 : Localisation de toutes les espéces du genre Psiadia a Madagascar (1825-2020).
(https://www.gbif.org/species/3119686)

Ainsi, parmi ces 28 especes présentes, 5 ont été sélectionnées dans le cadre de cette étude. Il
s’agit des especes : P. altissima, P. hispida, P. leucophylla, P. lucida et P. salviaefolia. Deux variétés

ont été étudiées pour I'espece P. altissima : P. altissima var. altissima et P. altissima var. stenophylla.

L Sélection des espéces de La Réunion étudiées

La sélection des espéces de La Réunion étudiées dans le cadre de cette thése a été basée sur

les résultats des travaux antérieurs effectués sur ces espéces.

15 especes du genre Psiadia sont endémiques de I'lle de La Réunion. Leur localisation a La

Réunion est présentée dans la figure 4. Il s’agit de :

- P.amygdalina - P. callocephala - P. montana
- P. anchusifolia - P.dentata - P.retusa
- P.argentea - P.insignis - P. rivalsii
- P.aspera - P. laurifolia - P.salaziana
- P. boivinii - P. melastomatoides - P.sericea

Figure 4 : Localisation de toutes les espéces du genre Psiadia a La Réunion (1835-2020).
(https://www.gbif.org/species/3119686)

Parmis ces 15 especes réunionnaises, 11 ont déja fait I'objet d’'une étude lors de la these de K.
Mahadeo (laboratoire ChemBioPro). Il s’agit des espéces P. amygdalina, P. anchusifolia, P. argentea,

P. boivinii, P. callocephala, P. dentata, P. insignis, P. laurifolia, P. melastomatoides, P. montana et P.


https://www.gbif.org/species/3119686
https://www.gbif.org/species/3119686

retusa (Mahadeo, 2018). A Iissue de ces travaux, plusieurs espéces ont montré des activités
biologiques intéressantes. Les cibles biologiques choisies étaient le parasite Plasmodium falciparum
(paludisme), I'enzyme HRP (Horseradish peroxydase) intervenant dans la réponse inflammatoire et la
lignée cellulaire cancéreuse Hela (cancer du col de I'utérus). Parmi les espéces actives, P. dentata s’est
particulierement distinguée. Les extraits bruts de cette derniere affichent en effet clairement un
potentiel antipaludique, anti-inflammatoire et moyennement anti-cancéreux. Cette espéce a donc été

sélectionnée pour une étude phytochimique approfondie dans le cadre des présents travaux de these.

En conclusion, un total de 6 especes a été étudié dans le cadre de la présente théese:

P. altissima avec les variétés P. altissima var. altissima et P. altissima var. stenophylla, P. dentata, i
P. hispida, P. leucophylla, P. lucida et P. salviaefolia. |

Leurs synonymes, noms vernaculaires, descriptions morphologiques, répartition
géographique, utilisations traditionnelles ainsi que les travaux chimiques et pharmacologiques
antérieurs pour chaque espece seront présentés ci-apres. Celles-ci ont été listées par ordre

alphabétique.



I.2.2. Psiadia altissima

l.2.2.1. Psiadia altissima var. altissima

Crédit ChemBioPro

= Nom scientifique

- Psiadia altissima (DC.) Drake var. altissima d’aprées The Plant List (The Plant List, 2021) et
la base Tropicos du Missouri Botanical Garden (Tropicos, 2021).

- Psiadia madagascariensis (Lam.) DC. d’apreés la base Prota4U (Prota4U, 2021).

=  Synonymes

D’aprés The Plant List (* niveau de confiance) : D’apreés la base Tropicos :
- Conyza madagascariensis Lam. ** - Conyza madagascariensis Lam.
- Microglossa altissima DC.** - Microglossa altissima DC.
- Nirodella altissima (DC.) Benth. & Hook. fil. ** - Nirodella altissima Benth. & Hook. f.
- Psiadia altissima subsp. altissima * - Psiadia altissima var. boinensis Humbert
- Psiadia altissima var. altissima * - Psiadia decurrens Klatt
D’apres la base ProtadU : D’apreés la littérature (Humbert, 1923 ; Nicolas, 2012) :
- Conyza madagascariensis Lam. - Psiadia decurrens Klatt
- Microglossa altissima DC. - Conyza madagascariensis Lam.
- Nirodella altissima Benth. & Hook. f. - Microglossa altissima DC.
- Psiadia altissima (DC.) Drake - Nidorella altissima (DC.) Benth & Hook. fil.

Cette espece n’est pas répertoriée dans le compendium des especes végétales de I'European

Food Safety Authority (EFSA, 2021).

= Noms vernaculaires: Agnandraisoa, Arina, Dinga, Dingadinga, Dingadingana,
Dingadinganalahy, Hanidraisoa, lary, Kidingadingana, Mantavazana, Rinarina, Ringaringa,
Tongolohazo, Voaramonina (Boiteau, 1979 ; Nicolas, 2012 ; Rakotondrafara et al., 2018 ;

Randrianjohany, 1996 ; Razafindraibe et al., 2013 ; Samyn, 1999).



= Description morphologique (Humbert, 1960 ; Rakotomalala, 2014)

P. altissima var. altissima est un arbuste ou un petit arbre de 1 a 5 m de hauteur avec un tronc
pouvant atteindre 15 cm de diameétre, a rameaux costulés glabres mais plus ou moins pourvus a I'état

jeune, dans le haut, de la méme pubescence papilleuse trés fine que P. glutinosa, dont il est tres voisin.

Les feuilles sont a limbe un peu épais, lancéolé (de 6-10 cm sur 0,5-1,5 cm en moyenne), entier
ou tres finement serrulé, a peu pres également atténué depuis sa partie moyenne vers le sommet aigu
et vers la base étroitement cunéiforme, glabre, ponctuée de glandes imprimées a sécrétion vernissée
surtout a I'état jeune, pennatinerve. Elles ont une nervure médiane forte, imprimée en dessus et
saillante en dessous et des nervures secondaires fines, souvent peu apparentes, environ 10 de chaque
coté.

Les fleurs sont de couleur jaune vif au nombre de 40 a 50 par capitule. Les corolles des fleurs

femelles sont a ligule oblongue trés petite.

Les inflorescences sont des capitules nombreux en corymbes terminaux dépassant a peine les
feuilles supérieures, a axes glabres ou faiblement papilleux, a pédoncules ultimes plus courts ou

égalant a peu preés les involucres.
Les fruits sont des akénes plus ou moins pubescents au moins vers le haut, parfois glabres.

La période de floraison s’étend sur toute |'année suivant les stations.

= Répartition géographique

P. altissima var. altissima pousse généralement sur les lieux découverts, les lisieres de foréts,
dans les foréts dégradées (savoka en malgache) sur argiles latéritiques et sur les rocailles siliceuses,
jusqu’a 2 000 m d’altitude (Humbert, 1960).

Elle a été rencontrée dans les endroits suivants (Figure 5) : Andapa, Sainte Marie,
Analamazaotra, Anivorano-Est, Moramanga, Manakara, bassin supérieur de Sambirano, Nosy Be,
Montagne d'Ambre pres de Diego-Suarez, Sambirano, Montagnes au Nord de Mangindrano,
Ankazobe, environs de Tananarive, Mont Angavokely, Mantasoa, massif de I’Ankaratra, environs de
Fianarantsoa, Antsirabe, Ambositra, forét de Ranomena, massif de I’Andringitra, bassin de Mangoky,
lhosy, forét d’lvohibe, Fort-Carnot, massif de I'lkongo, Ifanadiana, Tolongoina, Midongy du Sud, haute
vallée de I'ltomampy, Ampandrandava, haut Mandrare, environs de Fort-Dauphin, au col d’'lrondro,

Mont Oniva, Mandena (Humbert, 1960).



Figure 5 : Répartition de P. altissima var. altissima a Madagascar (1880-2019).
(https://www.gbif.org/species/7607561)

= Utilisations traditionnelles

L'espéce du genre Psiadia la plus connue et la plus utilisée en médecine traditionnelle
malgache est lI'espéce P. altissima, connue par la plupart des Malgaches sous le nom de

« Dingadingana ».

Cependant, les données de la littérature sur les usages traditionnels de cette espéce ne
présentent pas de distinction entre les 4 variétés (altissima, andringitrensis, occidentalis et
stenophylla). On suppose toutefois qu’il s’agit probablement de la variété altissima qui est la variété

la plus abondante sur I'lle.

Les feuilles de P. altissima sont notamment utilisées pour soigner les maux de dents (Danthu
et al., 2008 ; Humbert, 1960 ; Samyn, 1999). Elles sont également utilisées pour soigner les maladies
de la peau telles que la gale, 'eczéma ainsi que les plaies (Danthu et al., 2008 ; Nicolas, 2012). Les
feuilles sont cuites durant au moins 1,5 h et donnent une bouillie huileuse qui sert a laver
qguotidiennement les plaies galeuses ou eczémateuses. Boire et prendre des bains de cette décoction

sont également préconisés.

Les parties aériennes de la plante sont consommeées en tisane ou en décoction comme reméde
contre la toux (Danthu et al., 2008) et possédent des propriétés expectorantes (Boiteau, 1979). La seve
des tiges et des feuilles est appliquée sur les bubons et sur les plaies dues aux maladies vénériennes

(plaie syphilitique et blennorragique) (Baron & Dorr, 1906 ; Heckel, 1910 ; Pernet, 1957 ; Samyn, 1999).

Les feuilles sont également connues pour atténuer le vertige, les coliques néphrétiques, la

fatigue ainsi que les douleurs stomacales (Rakotomalala, 2014).

La décoction longue des feuilles et des tiges est employée pour le traitement de plaies ulcérées
chez les enfants comme chez les adultes. Elle est consommée a raison d’une cuillerée a café trois fois
par jour (Razafindrambao, 1971). Cette décoction est également utilisée pour soulager les regles
douloureuses (Ramanoelina et al., 1994) et sert a faire disparaitre les plaques et les cro(tes sur le cuir

chevelu (Nicolas, 2012).


https://www.gbif.org/species/7607561

Les feuilles de l'espéce P. altissima présentent d’autres propriétés: hémostatiques,
carminatives et désinfectantes (Ramanoelina et al.,, 1994 ; Randriamahefa & Rakotozafy, 1979).
L'infusé de la plante préalablement réduite en cendres est également un reméde contre la diarrhée

(Razafindrambao, 1971).

Enfin, des enquétes ethnobotaniques ont été effectuées aupres de la population locale lors de
la collecte de cette variété. En sus des utilisations précédemment citées, il nous a été précisé que les
personnes atteintes de bilharziose boivent un verre par jour de I'infusion des feuilles, concentrée a la
moitié environ de son volume. Pour éliminer les vers intestinaux des enfants, ces derniers boivent un

demi-verre de cette infusion le matin.

= Travaux chimiques antérieurs

Comme les usages traditionnels, rares sont les ouvrages qui précisent la variété de |'espece P.
altissima étudiée. Ces travaux concernent probablement la variété altissima qui est plus abondante a
Madagascar mais sans certitude. Ces travaux concernent aussi bien les composés volatils des huiles

essentielles (HE) que les composés non volatils extraits au solvant.

% Etude des composés volatils

Dans la littérature, les études chimiques effectuées sur les HE de P. altissima collectée a

Madagascar ont conduit aux conclusions suivantes.

Divers organes de I'espéce sont le siege de sécrétion d’HE. Ce sont les feuilles qui fournissent
les rendements les plus élevés par rapport a la matiére fraiche, de 0,13 a 0,70 % (Rakotomalala,
2014 ; Ramanoelina et al., 1994), les racines conduisant aux plus faibles teneurs, de 0,01 a 0,02 %. Des
valeurs intermédiaires situées entre 0,06 et 0,10 % sont attribuées aux tiges et aux fleurs
(Rakotomalala, 2014 ; Rakotomalala et al., 2016). Les rendements en HE ne varient pas en fonction de

I'dge de la plante (Danthu et al., 2008).

Quel que soit I'organe étudié du végétal, I'HE extraite est caractérisée par une teneur élevée
en hydrocarbures terpéniques, le B-pinéne (1) restant le composé majoritaire (31,40 a 58,65 %)
(Rakotomalala, 2014 ; Ramanoelina et al., 1994 ; Razafintsalama, 2018) (Figure 6). Par ailleurs, une
étude de variabilité géographique a montré que la qualité de I'HE ne semble pas dépendre de son

habitat (Rakotomalala, 2014 ; Rakotomalala et al., 2016).

B-pinéne (1)

Figure 6 : Composé volatil majoritaire de I'HE de P. altissima (Rakotomalala, 2014).



% Etude des composés non volatils
Un criblage chimique mené sur I'espéce P. altissima a permis de détecter :

- dans les feuilles : la présence d’alcaloides, de flavonoides, de leucoanthocyanes, de
terpénoides, de stérols insaturés, de coumarines, de tanins et d’hétérosides

(Rakotoarison, 2008 ; Rakotomalala, 2014),

- dans les racines : la présence de polyphénols, de tanins, de saponines et d’hétérosides

(Rakotomalala, 2014).

Parmi les 28 espéces présentes a Madagascar, seule 'espéce P. altissima a été étudiée pour
I'isolement et l'identification de métabolites spécialisés. 3 nouveaux diterpénes de squelette labdane
ont été isolés de 'espéce : le psiadiol (2), le 6-déoxypsiadiol (3) et Il'isopsiadiol (4) (Canonica et al.,

1967, 1969). Leurs structures sont présentées a la figure 7.

i H
Ho”~

Isopsiadiol (4)

Psiadiol (2) 6-Déoxypsiadiol (3)

Figure 7 : Métabolites spécialisés isolés de P. altissima (Canonica et al., 1967, 1969).

= Activités biologiques

Des études pharmacologiques ont été menées sur les HE et les extraits P. altissima. Ces HE et
extraits ont montré des activités biologiques intéressantes, notamment des activités antimicrobienne,

antifongique, broncho-relaxante et cicatrisante. Les résultats de ces activités sont exposés ci-apres.

<+ Activités antimicrobienne et antifongique

Les HE de P. altissima ont montré des activités antimicrobiennes sur les souches Gram (+) telles
que Staphylococcus aureus, Sarcina lutea et Bacillus subtilis ainsi que sur les souches Gram (-) telles
que Escherichia coli, Salmonella enteridis et Branhamella catarrhalis. Elle a aussi un pouvoir

antifongique sur le champignon Candida albicans (Rakotomalala, 2014 ; Ramanoelina et al., 1987).

Concernant les souches Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella enteridis et
Candida albicans, la mesure des halos d’inhibition, aprés une incubation du disque imbibé d’HE de
feuilles de P. altissima avec ces germes pathogénes, a montré des valeurs entre 12 et 25 mm, qui
correspondent a une tres forte sensibilité de ces germes a I’'HE. Par ailleurs, certaines valeurs sont tres
proches de celle des antibiotiques de référence utilisés. C’'est le cas vis-a-vis de Staphylococcus aureus

(21 contre 24 mm pour 100 pg de la strectynomycine) et de Candida albicans (25 contre 27 mm pour



100 pg de la nistatine) (Rakotomalala, 2014). L'HE des fleurs est active sur Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella enteridis et sur Candida albicans avec des valeurs de diameétre d’inhibition
qui varient de 9 a 17 mm. Les HE de tige et de racine n’agissent que sur Staphylococcus aureus

(Rakotomalala, 2014) avec des diameétres d’inhibition respectifs de 12 et 16 mm respectivement.

Concernant les germes Staphylococcus aureus, Sarcina lutea, Bacillus subtilis et Branhamella
catarrhalis, les travaux de I'équipe de Ramanoelina ont montré que I'HE des feuilles de P. altissima
inhibe la croissance de ces bactéries a des concentrations minimales inhibitrices allant de 0,050 a3 0,333

mg/mL (Ramanoelina et al., 1987).

L'extrait brut a I'éthanol de P. altissima posséde une activité antimicrobienne envers
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Shigella boydii, Alkalenscens dispar,
Serratia marcenscens, Neisseria gonorhoeae et Bacillus cereus avec des diameétres d’inhibition entre 8

et 12,5 mm (Rakotoarison, 2008).

Ces résultats justifient le fait que cette plante est un anti-infectieux puissant.

< Activité broncho-relaxante

Les HE des parties aériennes (feuilles, fleurs et tiges) de P. altissima possedent une forte
activité broncho-relaxante avec une CEso (concentration efficace donnant 50 % de I'activité maximale)
allant de 0,21 a 0,36 mg/mL. Ces résultats ont permis d’établir la propriété expectorante et I'utilisation
de I'espece P. altissima comme reméde contre la toux et les encombrements respiratoires en

pharmacopée locale et revéle le potentiel antiasthmatique de cette espece (Rakotomalala, 2014).

Les extraits non volatils moyennement polaires des feuilles ont démontré également un
potentiel broncho-relaxant intéressant, notamment les extraits au dichlorométhane (CEso = 0,53

mg/mL) et a I'acétate d’éthyle (CEso = 0,45 mg/mL) (Rakotomalala, 2014).

% Activité cicatrisante

L'HE et I'extrait brut a I’éthanol des feuilles de P. altissima ont affiché une activité cicatrisante
remarquable in vivo. En effet, le test consiste a créer des plaies sur des animaux préalablement
anesthésiés puis a les traiter avec les préparations de pommade contenant les produits a tester (HE et

extrait) tous les jours jusqu’a la disparition des plaies.

Le pourcentage de cicatrisation par jour ou le pourcentage de réduction de la surface de la
plaie a été calculé. A la fin du 14°™ jour de traitement, les plaies traitées par 'HE de feuilles et par
I’extrait brut de feuilles ont cicatrisé jusqu’a 98,37 %. Cette activité se rapproche de celle de la
pommade de référence OFM (Ody Fery Meva), une pommade cicatrisante déja commercialisée
localement. L'activité de cette derniére est a 99,69 % au bout de 14 jours (Rakotomalala, 2014). Ceci
concorde avec |'efficacité de la plante dans son utilisation traditionnelle pour soigner certaines plaies

(Rakotomalala, 2014).



I.2. 2. 2. Psiadia altissima var. stenophylla

Crédit ChemBioPro

= Nom scientifique
- Psiadia altissima var. stenophylla (Baker) Humbert d’aprés The Plant List (The Plant list,
2021).
= Synonyme

D’apres la base Tropicos (*niveau de confiance) et la littérature (Humbert, 1923 ; Nicolas,
2012) :

- Psiadia stenophylla Baker **

Cette espece n’est pas répertoriée dans le compendium des especes végétales de I'European

Food Safety Authority (EFSA, 2021).

= Noms vernaculaires: Agnandraisoa, Arina, Dinga, Dingadinga, Dingadingana,
Dingadinganalahy, Hanidraisoa, lary, Kidingadingana, Mantavazana, Rinarina, Ringaringa,
Tongolohazo, Voaramonina (Boiteau, 1979 ; Nicolas, 2012 ; Rakotondrafara et al., 2018 ;

Randrianjohany, 1996 ; Razafindraibe et al., 2013 ; Samyn, 1999).
= Description morphologique (Baker, 1887 ; Humbert, 1960)

P. altissima var. stenophylla est un arbuste de 1 a 5 m de hauteur.

Les feuilles sont étroitement lancéolées a limbe environ 8 fois plus long que large (environ 4
cm sur 0,5 cm), finement denté dans les 2/3 supérieurs (dents espacées d’environ 3 mm), longuement
et a peu pres également atténué vers les deux extrémités. Les pétioles sont peu distincts. Les nervures

secondaires sont indistinctes et les feuilles adultes sont vernissées.

Les fleurs sont de couleur jaune vif au nombre de 40 a 50 par capitule. Les corolles des fleurs

femelles sont a ligule oblongue tres petite.

Les inflorescences sont des capitules nombreux en corymbes terminaux dépassant a peine les

feuilles supérieures, a pédoncules ultimes plus courts ou égalant a peu preés les involucres.



Les fruits sont des akénes parfois glabres.

La période de floraison s’étend d’octobre a janvier.

= Répartition géographique
P. altissima var. stenophylla pousse généralement sur les lieux dénudés arides.

Elle a été retrouvée aux environs de Tananarive, dans la vallée d’lhosy et a Mandrare (Figure

8) (Humbert, 1960).

Figure 8 : Répartition de P. altissima var. stenophylla a Madagascar (1924-2018).
(https://www.gbif.org/species/6299559)

= Utilisations traditionnelles

Aucun ouvrage n’a spécifié les utilisations traditionnelles de P. altissima var. stenophylla.

= Travaux chimiques antérieurs et activités biologiques

Aucune exploration chimique et biologique, mentionnant la variété stenophylla n’a été

réalisée.


https://www.gbif.org/species/6299559

l.2.3. Psiadia dentata

Crédit ChemBioPro

Cette espéce est endémique de La Réunion et inscrite a la Pharmacopée frangaise en liste A en

usage externe (feuille) depuis 2019 (ANSM, 2021).

= Noms scientifique
- Psiadia dentata (Cass.) DC. d’apres The Plant List (The Plant List, 2021), la base Tropicos du
Missouri Botanical Garden (Tropicos, 2021) et I'Index de la Flore vasculaire de La Réunion
(CBNM, 2021).
=  Synonymes
D’aprés The Plant List (* niveau de confiance)

- Elphega dentata Cass. **

D’apres la Base Tropicos

- Elphega dentata Cass. (Basionyme)

D’apres I'Index de la Flore vasculaire de La Réunion et la littérature (Bosser et al., 1993)

Elphega crenata Cass.

Elphega dentata Cass.
Psiadia ambigua Cordem.
- Psiadia trinervia Willd. var. dentata (Cass.)

Cette espece n’est pas répertoriée dans le compendium des espéces végétales de I'European

Food Safety Authority (EFSA, 2021).

= Noms vernaculaires : Ti-mangue (en raison de I'odeur de ses feuilles), Bois collant, Bois de
marron, Bois de reinette blanc, Herbe trois jours (Bosser et al., 1993).
= Description morphologique (Bosser et al., 1993)

P. dentata est un arbrisseau ou petit arbuste glabre, pouvant atteindre 2 m de hauteur. C’'est

une espece plutét abondante a I'lle de La Réunion.



Les feuilles sont glutineuses, simples, alternes, glabres, a pétiole court (1 cm). Le limbe est
étroitement elliptique ou ovale, a sommet aigu et a base cunéiforme, rétrécie sur le pétiole, pointu.
Elles peuvent étre sessiles ou pétiolées, entieres ou serretées, penninervées ou trinervées. Ces feuilles
ont une nervure médiane proéminente dessous, déprimée au-dessus, deux nervures secondaires
principales et ascendantes et plusieurs nervures secondaires et tertiaires réticulées qui sont bien

visibles dessous.

Les inflorescences sont des capitules nombreux, campanulés, pédonculés, groupés a

I'extrémité de la tige. Leur diametre est d'environ 1 cm et les bractées de l'involucre sont verdatres.

Les fleurs, de couleur blanche, sont groupées au sein d'un capitule. Les fleurs femelles sont

externes et les fleurs males sont internes a corolle tubuleuse.

Les fruits sont des longs akenes d’environ 1,25 mm, cOtelés (6 cOtes), surmontés d’un pappus

soyeux long de 2 cm.

La période de floraison s’étend de septembre a février.

= Répartition géographique
P. dentata se trouve a I’état sauvage en forét ou dans des stations exposées de montagne entre

400 m et 1 400 m ou sur des crétes seches.

Elle a été rencontrée a Cilaos, au Grand Matarum, a Dos d'Ane, au Sentier de créte, a la Riviere
des Galets, en créte exposée entre le Grand Coin et le Cirque de Mafate, a la Plaine des Cafres, a la

Plaine d'Affouches, a I'llet a Guillaume et au Piton Fougére (Figure 9) (Bosser et al., 1993).

Figure 9 : Répartition de P. dentata a La Réunion (1973-2020).
(https://www.gbif.org/species/3119740)

= Utilisations traditionnelles

A La Réunion, les feuilles de Psiadia dentata sont utilisées en cataplasme pour traiter les abces
et contre les infections de la peau dues aux mycoses et aux pig(ires d’insectes (Fortin et al., 2001 ;

Robin et al., 1998). L’appellation de I'espece P. dentata par I'expression « Herbe trois jours » est due


https://www.gbif.org/species/3119740

au fait que I'espéce posséde la réputation de faire mdrir un furoncle en 72 heures, apres application

d’un cataplasme de ses feuilles (Lavergne, 2004).

= Travaux chimiques antérieurs

Des études chimiques ont déja été menées sur les HE et les composés non volatils de P. dentata

collectée a La Réunion. Les résultats de ces études sont exposés ci-apres.

0

%  Etude des composés volatils

L'étude de I'HE des feuilles de P. dentata a révélé une composition chimique riche en
monoterpénes (1,9 et 19,9 %) et sesquiterpénes (39,9 et 72,5 %) hydrocarbonés. L'HE est composée
majoritairement de myrcéne (5) (1,7 a 17,8 %), de modéph-2-éne (6) (0,3 a 35,7 %) et de cypérene (7)
(0,52 12,2 %) (Figure 10). Notons que la composition chimique de I’'HE de cette espéce présente une

variabilité en fonction du lieu de collecte (Mahadeo, 2018).
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Figure 10 : Composés volatils caractéristiques de I'HE de P. dentata de La Réunion
(Mahadeo, 2018).

Une étude chimiotaxonomique par une approche métabolomique effectuée sur les HE de 11
especes du genre Psiadia endémiques de La Réunion (P. amygdalina, P. anchusifolia, P. argentea, P.
boivinii, P. callocephala, P. dentata, P. insignis, P. laurifolia, P. melastomatoides, P. montana et P.
retusa) a permis de regrouper I'espéce P. dentata avec les espéces P. anchusifolia, P. argentea, P.
callocephala, P. melastomatoides et P. montana. Les HE de ces espéces sont caractérisées par

I’anchusifolate (8), I'anchusifolol (9), le cypéréne (7) et le 6-sélinéne (10) (Mahadeo, 2018) (Figure 11).
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Figure 11 : Composés volatils caractéristiques du groupe P. dentata, P. anchusifolia, P. argentea, P.
callocephala, P. melastomatoides et P. montana (Mahadeo, 2018).



% Etude des composés non volatils

Un criblage chimique effectué sur I'extrait a I'acétate d’éthyle provenant des feuilles de P.
dentata a permis d’observer la richesse de cette espéce en métabolites spécialisés d’une part, et la
variabilité géographique et saisonniére de sa composition chimique d’autre part (Mahadeo, 2018). Un
autre criblage chimique réalisé sur I'extrait méthanolique a permis de détecter la présence de

flavonoides, de saponines et de tanins galliques dans les feuilles (Fortin et al., 2002).

Un profilage métabolique par RMN H de I'extrait brut de P. dentata a été étudié durant la
thése de Mahadeo K. (2018) afin de rechercher d'éventuelles corrélations entre les familles de
molécules et les différentes activités biologiques testées. Ainsi, les activités antipaludique, anti-
inflammatoire et cytotoxique des extraits bruts de P. dentata seraient potentiellement associées a des
composés phénoliques (flavonoides méthoxylés et coumarines), notamment a l'isoobtusitine (11). En
effet, les spectres RMN *H des extraits de cette espéce présentent de nombreux signaux, dont les
déplacements chimiques correspondent a ceux de protons aromatiques et hétéroaromatiques,

indiquant une richesse en composés phénoliques.

L'espece P. dentata a également fait I'objet d’investigations chimiques qui signalent la
présence notamment de 6 composés phénoliques dont une coumarine (11) (Fortin et al., 2001 ;
Jakobsen et al., 2001) et 5 flavonoides (12-16) (Jakobsen et al., 2001 ; Robin et al., 1998). La figure 12

ci-aprés présente les métabolites spécialisés isolés de P. dentata.
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Isoobtusitine (11) Isokaempféride (12) Ermanine (13)

R1 = OH, Rz = OCH3, R3 = R4 = H
5,7,4’-trihydroxy-3,5’-dimethoxyflavone (14)
R1=R;=0H, Rz =H, R4 = OCH3s
Pachypodol (15)
R1 = OCH3, Rz = OH, R3 = H, R4 = OCH3
5-hydroxy-3,6,7,4’-tetramethoxyflavone (16)
R1=R2=R3=0CH3s, Rs=H

Figure 12 : Métabolites spécialisés isolés de P. dentata de La Réunion (Fortin et al., 2001 ; Jakobsen

et al., 2001 ; Robin et al., 1998).

= Activités biologiques

Des études pharmacologiques ont été menées sur les extraits et quelques molécules isolées
de P. dentata de La Réunion. Ces extraits et molécules ont montré des activités biologiques
intéressantes, notamment des activités antimicrobienne, antivirale, anti-inflammatoire,

antipaludique, anticancéreuse et cytotoxique. Ces résultats, exposés ci-aprées, confirment le potentiel



thérapeutique de I'espéce et justifient son choix pour une étude phytochimique approfondie dans le

cadre de nos travaux de these.

R/

< Activité antivirale

L’extrait méthanolique de P. dentata a montré une forte activité sur le poliovirus de type 2 a
une concentration maximale non toxique de 666 pg/mL (Robin et al., 1998). Cette activité a été
confirmée par les travaux de Fortin et al. en 2002 évaluant la dose efficace médiane (DEso) de I’extrait

a 80 ug/mL.

Un fractionnement bioguidé de I'extrait méthanolique de I'espece avec des solvants de
polarité croissante a été entrepris et cette activité antivirale a été observée pour les fractions apolaires
obtenues aprés élution a I'éther de pétrole, a I'éther diéthylique et a 'acétate d’éthyle avec une

concentration maximale non toxique entre 200 et 500 pug/mL (Robin et al., 1998).

Deux flavonoides isolés de P. dentata collectée a La Réunion ont aussi montré une activité sur
le poliovirus de type 2. Il s’agit de l'isokaempféride (12) et I'ermanine (13) a une concentration
minimale respective de 1 mg/mL et 8 mg/mL (Fortin et al., 2002 ; Robin et al., 2001). L’isoobtusitine
(11), a également montré une activité sur le poliovirus de type 2 avec une Clsode 2,9 pg/mL tandis qu’il
était inactif contre le virus de I'herpés de type 1 et le virus de la stomatite vésiculaire (Fortin et al.,

2001).

< Activité antipaludique

Les extraits chloroformique et méthanolique de P. dentata collectée a La Réunion ont montré
une activité antipaludique in vitro sur la souche chloroquino-sensible, 3D7, avec des Clsp de 7,1 pg/mL
et 14,6 ug/mL respectivement. Ces méme extraits ont été testés sur la souche chloroquino-résistante
W2 et ont montré une activité prometteuse avec des Clso respectives de 7,9 ug/mL et 15,0 pg/mL. Puis,

des tests in vivo sur souris ont confirmé cette activité de I'espece (Jonville, 2011 ; Jonville et al., 2011).

Durant ses travaux de thése, K. Mahadeo (2018) a évalué I’activité antiplasmodiale in vitro des
extraits a I'acétate d’éthyle de P. dentata collectée sur différentes zones géographiques de La Réunion.
Les résultats ont mis en évidence une forte activité des extraits de I'espéce collectée en été au
Colorado et a Montauban avec une Clsp égale a 8,4 ug/mL et 14,4 ug/mL respectivement. Les autres
extraits testés, issus de spécimens collectés en hiver ou sur d’autres sites en été et en hiver, ont montré

une activité modérée avec des Clso comprises entre 15,4 et 34,3 ug/mL.

K/

< Activité anti-inflammatoire

Les extraits chloroformique et méthanolique des feuilles de P. dentata collectée de La Réunion
sont modérément actifs avec une Clsp inhibant la production d’oxyde nitrique égale a 21 ug/mL pour

I’extrait méthanolique et 85 pg/mL pour I'extrait chloroformique (Jonville et al., 2011). En revanche,



les extraits a I'acétate d’éthyle de I'espece collectée sur différents sites de La Réunion en saison
estivale et hivernale ont affiché une activité anti-inflammatoire in vitro importante avec des Clspvariant
de 2,3 a 25,2 pug/mL. Cette activité ne varie pas quels que soient le lieu et la saison de collecte
(Mahadeo, 2018).

% Activité cytotoxique

Les extraits de P. dentata collectée sur différents sites géographiques de La Réunion ont été
testés pour une activité cytotoxique in vitro sur diverses lignées cellulaires, notamment les lignées WS-
1 (fibroblastes de peau humaine), DLD-1 (adénocarcinome colorectal), A-549 (carcinome de poumon)
et Hela (carcinome du col de I'utérus). Notons qu’une étude de variabilité géographique et saisonniére
de l'activité a été réalisée sur I'extrait a I'acétate d’éthyle. Les extraits au dichlorométhane et a
I'acétate d’éthyle ont affiché une activité modérée. Les résultats des tests d’activités cytotoxiques sont

donnés dans le tableau Il.

Tableau Il : Résultats des tests d’activités cytotoxiques de I'espéce P. dentata.

Extraits Clsodes extraits (ug/mL) Références
Ws-1 DLD-1 A-549 Hela
Méthanol 125 188 136 -

(Jonville et al., 2011)
Dichlorométhane 55 56 35 -

Acétate d’éthyle - - - 11,6 - 48,3 (Mahadeo, 2018)




I.2.4. Psiadia hispida
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= Nom scientifique

- Psiadia hispida (DC.) Benth. & Hook. f. d’aprés The plant List (The plant List, 2021) et la
base Tropicos du Missouri Botanical Garden (Tropicos, 2021).

=  Synonymes

D’apres The Plant List (* niveau de confiance) :

- Microglossa hispida DC. **
- Psiadia hispida var. hispida *

D’apreés la base Tropicos et la littérature (Humbert, 1960) :

- Microglossa hispida DC.
- Psiadia auriculata Baker

Cette espece n’est pas répertoriée dans le compendium des especes végétales de I'European

Food Safety Authority (EFSA, 2021).
= Noms vernaculaires : Aucun

= Description morphologique (Humbert, 1960)

P. hispida est un arbuste, d’environ 2 m de hauteur, a rameaux juvéniles finement costulés,

hérissés de poils fins mous, inégaux, blanchatres, entremélés de papilles glanduleuses.

Les feuilles sont petites, auriculées a leur base, a pétiole ailé, a limbe lancéolé (3-7 cm x 1-3
cm) et atténué progressivement depuis le tiers inférieur jusqu'au sommet aigu, cunéiforme ou arrondi
dans sa partie inférieure. Les feuilles sont fortement dentées, lachement couvertes sur les deux faces
du méme indiment mixte que les rameaux, pennatinerves. Elles posseédent une nervure médiane
saillante en dessous, des nervures secondaires obliques (6-9 de chaque c6té) et un réseau tertiaire fin

et dense. Les pétioles sont étroitement ailés.

Les fleurs trés nombreuses (une centaine) sont de couleur jaune. Les corolles des fleurs

femelles sont a ligule linéaire dressée.



Les inflorescences sont des capitules nombreux, en corymbes terminaux dépassant a peine les

feuilles supérieures.
Les fruits sont des akénes trés finement et lachement hérissés.

La période de floraison s’étend de juillet a novembre.

= Répartition géographique

P. hispida pousse généralement dans les foréts ombrophiles sur argiles latéritiques, entre 1

000 et 2 000 m d’altitude.

Elle a été rencontrée aux environs de Tananarive, au Mont Angavokely et a Ambohitroza

(Figure 13) (Humbert, 1923, 1960).

Figure 13 : Répartition de P. hispida a Madagascar (1924-2006).
(https://www.gbif.org/species/3119704)

= Utilisations traditionnelles

Aucun ouvrage n’a spécifié les utilisations traditionnelles de P. hispida.

= Travaux chimiques antérieurs et activités biologiques

Aucune exploration chimique et biologique n’a été réalisée pour I'espéce P. hispida.


https://www.gbif.org/species/3119704

I.2.5. Psiadia leucophylla
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= Nom scientifique

- Psiadia leucophylla (Baker) Humbert d’aprés The plant List (The plant List, 2021) et la base
Tropicos du Missouri Botanical Garden (Tropicos, 2021).

=  Synonymes

D’apres The Plant List (* niveau de confiance) :

- Conyza miniata Klatt **

- Psiadia leucophylia f. leucophylla *

- Psiadia leucophylla subsp. leucophylla *
- Vernonia leucophylla Baker **

D’apres la Base Tropicos et la littérature (Humbert, 1955, 1923, 1960) :

- Conyza miniata Klatt
- Vernonia leucophylla Baker

Cette espece n’est pas répertoriée dans le compendium des especes végétales de I'European

Food Safety Authority (EFSA, 2021).
= Noms vernaculaires : Aucun

= Description morphologique (Humbert, 1960)

P. leucophylla est un arbuste de 1,5 a 3 m de hauteur, a rameaux juvéniles costulés couverts

d'un tomentum aranéeux apprimé plus ou moins caduc.

Les feuilles sont a limbe elliptique - lancéolé (6 x 2 cm environ), aigu ou obtusiuscule trés
finement serrulé-mucronulé sauf vers la base, a face supérieure verte, glabre ou glabrescente,
ponctuée de glandes imprimées, a face inférieure couverte d'un tomentum blanc trés apprimé,
pennatinerve. Elles ont une nervure médiane forte, saillante en dessous, des nervures secondaires
obliques-ascendantes, anastomosées et un réseau tertiaire trés fin et peu apparent. Les pétioles sont

canaliculés (1-2 cm).



Les fleurs sont au nombre de 15 a 40 par capitule et de couleur jaune. Les corolles des fleurs

femelles sont tubuleuses, dentées au sommet et non ligulées.

Les inflorescences sont des capitules assez gros (6-7 mm de diamétre), en corymbes terminaux

dépassant a peine les feuilles supérieures.
Les fruits sont des akénes pourvus de petits poils apprimés blanchatres.

La période de floraison s’étend d’octobre a janvier.

= Répartition géographique
P. leucophylla pousse généralement sur les lisieres de foréts ombrophyles, dans les foréts

dégradées sur les sols latéritiques, d’environ 800 a 1 700 m d’altitude.

Elle a été rencontrée sur le massif de Marojejy, aux pentes occidentales et orientales, entre
Mandritsara et Andilamena, au Mont Angavokely, a Angavobe prés de Manjakandriana, a

Andrangoloaka et au Mont Papanga de Befotaka (Figure 14) (Humbert, 1960).

Figure 14 : Répartition de P. leucophylla a Madagascar (1880-2018).
(https://www.gbif.org/species/3119735)

= Utilisations traditionnelles

Aucun ouvrage n’a spécifié les utilisations traditionnelles de P. leucophylia.

= Travaux chimiques antérieurs et activités biologiques

Aucune exploration chimique et biologique n’a été réalisée pour I'espéce P. leucophylla.


https://www.gbif.org/species/3119735

I.2.6. Psiadia lucida
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= Nom scientifique

- Psiadia lucida (Cass.) Drake d’aprés The plant List (The plant List, 2021) et la base Tropicos
du Missouri Botanical Garden (Tropicos, 2021).

= Synonymes
D’apres The Plant list (* niveau de confiance) :

- Glycyderas lucida (Cass.) Cass. **

D’apreés la Base Tropicos et la littérature (Nicolas, 2012) :

- Conyaza flexilis DC.

- Glycideras lucida Cass. ex DC.

- Glyphia lucida Cass.

- Microglossa sessiliflora DC.

- Microglossa mikanioides Baker

- Psiadia madagascariensis (Lam.) DC.
- Psiadia tortuosa Klatt.

Cette espece n’est pas répertoriée dans le compendium des especes végétales de I'European

Food Safety Authority (EFSA, 2021).

= Noms vernaculaires : Dingadingambahy, Dingadingana, Vahia, Vahiravina (Nicolas, 2012 ;

Rakotonandrasana, 2013)

= Description morphologique (Humbert, 1960)

P. lucida est une grande liane gréle tres rameuse, diffuse, a rameaux finement costulés, glabres

ou parfois lachement garnis de petits poils brun-rouille dans le haut.

Les feuilles sont sessiles entieres, peu nombreuses, fines, ordinairement lancéolées-acuminées
(6-8 x 2-3 cm), parfois obovées et obtuses ou étroitement lancéolées (0,8 x 8 cm), glabres ou parfois

pourvues sur les deux faces d'une pubescence lache et plus ou moins caduque comme celle des



rameaux. Elles ont une nervure médiane imprimée en dessus, saillante en dessous, des nervures

latérales obliques, peu nombreuses, fines, anastomosées entre elles et avec le réseau tertiaire.

Les fleurs sont au nombre de 20 a 30 par capitule, de couleur blanc-jaunatre. Les fleurs
femelles sont a ligule petite, étroite, égalant a peu pres la longueur du tube, dressée. Les anthéres sont

brunétres.

Les inflorescences sont des capitules tres nombreux disposés en panicules feuillées axillaires

et terminales.
Les fruits sont des akénes costulés lachement hérissés.

La période de floraison s’étend d’ao(t a décembre.

= Répartition géographique

P. lucida pousse généralement dans les foréts ombrophiles, dans les foréts dégradées, aux

broussailles, aux berges de riviéres, du niveau de la mer jusqu'a prés de 2 000 m d’altitude.

Elle a été rencontrée dans ces lieux (Figure 15) : vallée de la Lokoho, Sainte Marie, Fénérive,
Betampona, Vatomandry, vallée de Sakaleona, Farafangana, Befotaka, Fort-Dauphin, cols du
Manangotry et d’lvolo, Mont Oniva, Mntagne d'Ambre, massif du Tsaratanana, foréts
d'Analamisakana, d’Ambobhitantely et d’Ankazobe, lac Alaotra, massif de I'Andrangovalo, environs de
Moramanga, massif de I’Ankaratra, Fianarantsoa, sommet d’Ambondrombe, massif de I'lkongo, massif
de I'Andringitra, pic d’lvohibe, chaine du Vohibory, vallée d’lhosy, massif de I'Andohahelo (Humbert,

1960).

Figure 15 : Répartition de P. lucida a Madagascar (1880-2019).
(https://www.gbif.org/species/3119702)

= Utilisations traditionnelles

Moins connue, P. lucida est peu utilisée en médecine traditionnelle malgache. La décoction de

ses feuilles sert au soin des cheveux, facilite leur peignage, leur entretien, les font pousser et soigne la


https://www.gbif.org/species/3119702

teigne. La plante est utilisée en cataplasme sur les plaies et possede également des propriétés

antiseptiques (Nicolas, 2012).

Par ailleurs, la décoction des feuilles est efficace pour traiter les infections apres

I’'accouchement et pour traiter la diarrhée (Rakotonandrasana, 2013).

= Travaux chimiques antérieurs

L'espece P. lucida a fait I'objet de trés peu d’études chimiques. En effet, seulement deux
références bibliographiques font mention de tels travaux. Les résultats de ces études sont exposés ci-

apres.

R/

%  Etude des composés volatils

L’étude de I'HE de feuilles de P. lucida collectée a Madagascar montre que cette espéce offre
un bon rendement d’extraction en HE (0,91 %). Les constituants majeurs de cette HE sont des mono-
et sesquiterpénes hydrocarbonés dont les composés majoritaires sont le terpinoléne (17) (38,0 %), le
limonéne (18) (10,2 %), I'humulene (19) (21,2 %) et le B-caryophyllene (20) (5,3 %)
(Andriamanantoanina et al., 2004) (Figure 16).

Terpinoléne (17) Limonéne (18) Humuléne (19) B-caryophylléne (20)

Figure 16 : Composés volatils majoritaires de I'HE de P. lucida
(Andriamanantoanina et al., 2004).

% Etude des composés non volatils

Un criblage phytochimique effectué sur I'extrait hydroalcoolique de P. lucida a permis de
détecter la présence d’alcaloides, de saponines, de terpénes, de stérols insaturés et des traces de

flavonoides et de quinones (Rakotoarison, 2008).

= Activités biologiques

Comme pour ['étude chimique, rares sont les ouvrages qui mentionnent |'étude
pharmacologique de I'espece P. lucida collectée a Madagascar. En effet, seule [Iactivité

antimicrobienne a été décrite pour I'HE et pour I’extrait au solvant.



< Activité antimicrobienne

L'HE de P. lucida a démontré des activités antimicrobiennes intéressantes sur les bactéries
Gram (+) : Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis et sur les bactéries Gram (-) :
Escherichia coli, Shigella boydii, Salmonella sp. La mesure des diamétres d’inhibition a montré des

valeurs entre 9 et 17 mm (Andriamanantoanina et al., 2004).

L’extrait hydroalcoolique des feuilles de P. lucida posséde une activité antimicrobienne envers
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Alkalescens dispar et Shigella boydii avec des
diametres d’inhibition entre 8 et 20 mm. La forte activité relevée vis-a-vis de Shigella boydii (d = 22

mm) justifierait son utilisation pour traiter la diarrhée (Rakotoarison, 2008).



I.2.7. Psiadia salviifolia

Crédit ChemBioPro

= Nom scientifique

- Psiadia salviifolia Baker d’aprés The plant List (The plant list, 2021) et la base ProtadU
(ProtadU, 2021).

= Synonyme

D’apres The Plant List (* niveau de confiance) :

- Psiadia catatii Drake **
- Psiadia salviifolia subsp. salviifolia *

D’apreés la base Tropicos (Tropicos, 2021) :
- Psiadia salviifolia subsp. mandrarensis Humbert
- Psiadia salviifolia subsp. salviifolia

D’apreés la Base Prota4U et la littérature (Humbert, 1960) :
- Psiadia catatii Drake

Cette espece n’est pas répertoriée dans le compendium des especes végétales de I'European

Food Safety Authority (EFSA, 2021).

= Noms vernaculaires : Kijintina, Kijitina, Kizitina (gluant, collant) (Andrianarison et al., 2015 ;

Humbert, 1923)

= Description morphologique (Andrianarison et al., 2015b ; Humbert, 1960)

P. salviifolia est un arbuste de 0,50 a 5 m de hauteur, a jeunes rameaux feuillés densément

pubescents-hérissés.

Les feuilles sont visqueuses, nettement pétiolées, assez grandes, a limbe lancéolé, aigu. Elles
sont 4 a 6 fois plus long que large (4-8 cm x 1-2 mm), brievement, mais densément pubescentes sur
les deux faces, vertes sur les deux faces et serrulées. Elles possedent de nombreuses nervures

secondaires.



Les fleurs sont de couleur jaune péle et peu apparentes (0,5 mm). Les fleurs femelles sont a

ligules trés petites.
Les inflorescences sont des capitules de 4 mm de diametre.
Les fruits sont des akénes glabres.

La période de floraison s’étend d’aolt a novembre.

= Répartition géographique
P. salviifolia pousse généralement dans les buissons et rocailles entre 1 200 et 2 000 m

d’altitude.

Elle a été rencontrée dans les communes de Tananarive et de Fianarantsoa, au massif
d’Ankaratra, aux environs de Faratsiho, a Antsirabe, au cratéere du Tritriva, au pic de Vohimalaza pres

de Betafo (Figure 17) (Boiteau, 1999 ; Pernet, 1957).

Figure 17 : Répartition de P. salviifolia a Madagascar (1924-2018).
(https://www.gbif.org/species/8970674)

= Utilisations traditionnelles

Les feuilles de P. salviifolia sont utilisées en médecine traditionnelle comme reméde contre la
diarrhée, les maux d’estomac et les parasites intestinaux. Elles sont utilisées également pour traiter la

gale (Rakotondrafara et al., 2018).

L’espéce est reconnue aussi comme antidote aux morsures d’insectes et comme vermifuge
avec administration d'un verre, le matin, a jeun de I'infusion des feuilles, concentrée a la moitié environ
de son volume. Cette administration est accompagnée ensuite d'un purgatif (Pernet, 1964). Les feuilles
sont également utilisées pour soulager les maux de dents, guérir I'incontinence des enfants ainsi que
les maux de ventre (Andrianarison et al., 2015 ; Pernet, 1957). Les jeunes feuilles et les pousses
recouvertes d'un enduit visqueux sont écrasées pour préparer des emplatres maturatifs sur les

furoncles (Descheemaeker, 1979).


https://www.gbif.org/species/8970674

L'infusion amere et aromatique de la plante, jouissant d'une grande réputation officinale, est
utilisée dans le traitement des affections des voies respiratoires. On I'utilise aussi en inhalation (Pernet,

1964).

La partie aérienne est utilisée pour traiter la dysenterie (Heckel, 1910) et I’hypertension

(Dennis, 1973 ; Pernet, 1957 ; Steinmetz, 1961).

D’autres données de la littérature révelent que I'association de P. salviifolia avec d’autres
plantes médicinales, telles que Cajanus indicus, Passiflora incarnata, Helichrysum faradifani et
Brachylaena ramiflora, est un puissant antidiabétique (Debray, 1975). La décoction de tiges et de
feuilles de cette espece, en mélange avec Cussonia bojeri, Mystroxylon aethiopicum, Helichrysum
gymnocephalum, Ligodium lanceolatum, est utilisée pour traiter les troubles hépatiques (Dennis,

1973 ; Razafindrambao, 1971).

= Travaux chimiques antérieurs

Quelques études chimiques ont déja été menées sur les HE et les composés non volatils de P.

salviifolia collectée a Madagascar. Les résultats de ces études sont présentés ci-apres.

@,

% Etude des composés volatils

La premiere étude de I'HE de P. salviifolia a montré que cette derniére est composée de 15 %
de monoterpenes, de 69,4 % de sesquiterpénes et de 15,3 % de diterpenes. L'ouvrage n’a pas
mentionné en détails tous les composés présents dans I'HE ainsi que leurs pourcentages respectifs.
Cependant, nous pouvons noter la présence d’'un mélange de linalol (21) et de B-bourbonéne (22)
(10,69 %), du B-pinene (1) (4,62 %), du y-cadinene (23) (3,84 %), du y-élémene (24) (2,67 %) et du
limonéne (18) (2,11 %) dans I’'HE (Dennis, 1973) (Figure 18).

Linalol (21) B-bourbonéne (22) B-pinéne (1) y-cadinéne (23) ¥-élémene (24)

Figure 18 : Composés volatils présents dans I'HE de P. salviifolia (Dennis, 1973).

Une autre étude des HE de P. salviifolia a montré un rendement de 0,18 % pour les feuilles et
de 0,15 % pour les fleurs (Andrianarison et al., 2015a). Les HE de feuilles et de fleurs sont caractérisées
majoritairement d’hydrocarbures terpéniques a 92,3 % et a 95,1 % respectivement. Elles ne possedent

que de tres faibles teneurs en composés oxygénés. Ces HE sont composées essentiellement de B-



pinene (1) (21,4 a 22,1 %), de limonene (18) (19,9 a 28,0 %), de B-phellandréne (25) (10,4 a 10,6 %) et
de sabinéne (26) (9,6 a 9,7 %) (Andrianarison et al., 2015a) (Figure 19).

B-pinéne (1) Limonéne (18) B-phellandrene (25) Sabinéne (26)

Figure 19 : Composés volatils majoritaires de I'HE de P. salviifolia (Andrianarison et al., 2015a).

La composition chimique des HE de fleurs et de feuilles est quelque peu variable. Leurs
différences concernent les composés minoritaires (<2 %), mais aussi le p-cyméne qui se trouve a 3,1 %
dans I’'HE des fleurs mais qui est pratiquement absent dans I'HE de feuille, et le B-caryophylléne qui se
trouve 3,33 % dans I'HE des feuilles et qui est a teneur moindre dans I'HE de fleur (1,63 %)

(Andrianarison et al., 2015a).

% Etude des composés non volatils

Un criblage phytochimique d’extrait méthanolique de I'espéce P. salviifolia a révélé la présence
de flavonoides, de tanins condensés et de stérols insaturés dans tous les organes de la plante. Les tiges

et les racines contiennent, en outre, des terpénoides (Andrianarison et al., 2015b).

= Activités biologiques

Comme l'espéce P. lucida, seule I'activité antimicrobienne a été décrite pour I'espéce P.
salviifolia collectée a Madagascar. Les résultats de ces tests pour I'HE et pour I'extrait au solvant sont

présentés ci-aprés.

<+ Activités antimicrobienne et antifongique

Les résultats des tests antimicrobiens et antifongiques effectués sur les HE des feuilles et des
fleurs de P. salviifolia ont montré que les souches Gram (+) : Enterococcus faecalis et Gram (-):
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa sont sensibles a I'HE des feuilles avec des diameétres
d’inhibition de 8, 11 et 10 mm respectivement. Les souches Gram (+) : Staphylococcus aureus et
Enterococcus faecalis et Gram (-) : Escherichia coli et Salmonella typhii sont sensibles a I'HE des fleurs.

Leurs diamétres d’inhibition sont 8, 11, 10 et 9 mm respectivement (Andrianarison et al., 2015a).

La souche fongique Candida albicans s’est montrée sensible a I'HE de feuilles. En effet,
I'antibiogramme des HE, réalisé par la méthode de diffusion sur disque a montré un diameétre

d’inhibition égal a 9 mm (Andrianarison et al., 2015a).



L'extrait méthanolique provenant des feuilles de P. salviifolia a présenté une activité
antimicrobienne envers les bactéries Gram (+) : Enterococcus feacalis, Streptococcus pneumoniae et
Gram (-) : Escherichia coli, Salmonella typhi et Pseudomonas aeruginosa avec des diameétres
d’inhibition respectivement égauxa 9, 9, 9, 8 et 11 mm. L’extrait méthanolique provenant des fleurs a
manifesté une activité antimicrobienne envers les bactéries Enterococcus feacalis, Escherichia coli,
Salmonella typhi et Pseudomonas aeruginosa avec des diameétres d’inhibition égaux a 10,12, 9 et 9 mm

respectivement (Andrianarison et al., 2015b).

La souche fongique Candida albicans, quant a elle, s’est avérée tres sensible a |'extrait
méthanolique de feuilles de P. salviifolia avec un diamétre d’inhibition égal a3 10 mm (Andrianarison et
al., 2015b).
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Partie ll

Etude comparative des composés






La composition chimique d’une huile essentielle (HE) peut varier en fonction de divers
parametres telles que les caractéristiques propres du matériel végétal, sa localité ainsi que les
techniques d’extraction des composés volatils. Durant la thése de K. Mahadeo (Laboratoire
ChemBioPro), une étude comparative de la composition chimique des HE a déja été réalisée sur 11

especes du genre Psiadia endémiques de La Réunion (Mahadeo, 2018).

Dans le cadre de cette thése, une étude similaire a été entreprise sur les especes du genre
Psiadia endémiques de Madagascar. L'objectif est de comparer les especes entre elles et de chercher
les marqueurs chimiques pour chacune d’entre elles. Cette étude s’appuie sur une analyse qualitative

et quantitative des constituants de I’'HE de chaque espéce.

Il. 1. Collecte et identification

La collecte des espéces du genre Psiadia sélectionnées dans le cadre de cette these a été réalisée en
collaboration avec :

- le Missouri Botanical Garden (MBG), un organisme de recherche et de conservation de la flore a
Madagascar avec I'aide des botanistes : M. Richard RANDRIANAIVO et M. Richard RAZAKAMALALA,

- I’Ecole Supérieure Polytechnique de [I’Université d’Antananarivo, représentée par: M™ le
Professeure Jocelyne RASOLONDRAMANITRA, M. André RAZAFIMANDEFITRA et M. José
RAKOTOANDRIANOMANANA.

Pour I'étude comparative des composés volatils des espéces du genre Psiadia endémiques de
Madagascar, une campagne de collecte a été réalisée pendant la période de floraison des plantes entre
octobre 2018 et janvier 2019. Cette collecte a été axée sur les Routes Nationales N°7 et N°2 de
Madagascar. Les différentes zones de collecte des 5 especes sélectionnées sont présentées dans la
figure 20 et les détails de la collecte des especes étudiées sont présentés dans le Tableau | - Annexe |

- Tome ll - page 4.

Notons toutefois que deux espéces ont été collectées sur différentes zones géographiques de
Madagascar afin de débuter une analyse de la variabilité de la composition chimique de ces especes
selon la zone géographique. Il s’agit de P. altissima collectée sur deux sites : Ambositra et Moramanga

et P. lucida collectée sur trois sites : Ankaratra, Angavokely et Andasibe.
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Figure 20 : Zones de collecte a Madagascar des 5 espéces du genre Psiadia sélectionnées.

* P. altissima, *P. hispida, %P. leucophylla, i\(P. lucida, i\(P. salviifolia

Un échantillon de chaque espece collectée a été déposé a |’herbier national TAN du Parc
Botanique et Zoologique de Tsimbazaza a Antananarivo, Madagascar. Les autres échantillons ont été
envoyés au Laboratoire de chimie de I'Ecole Supérieure Polytechnique d’Antananarivo, Madagascar et
a I'Herbier de I'Université de La Réunion. Les numéros d’herbier de Madagascar et de La Réunion pour

chaque échantillon sont présentés dans le Tableau | - Annexe | - Tome Il - page 4.

Il. 2. Obtention des HE

Les HE ont été obtenues par hydrodistillation des feuilles a I'aide d’un appareil de type
Clevenger apres 24 h de collecte. Elles ont été recueillies aprés décantation du distillat puis séchées
avec du sulfate de sodium Na,SO.. Les rendements des extractions ont été obtenus en faisant le
rapport entre la masse de I’'HE obtenue et la masse des feuilles fraiches introduites dans le ballon
(Tableau Il - Annexe Il - Tome Il - page 6). Les HE obtenues ont été ensuite conservées au froid a 4 °C

avant leurs analyses.

Les différents rendements en HE sont présentés dans la figure 21.



P. altissima var. altissima (Ambositra) || NN o,50
P. altissima var. altissima (Moramanga) | NN 0,25

P. altissima var. stenophylla (Behenjy) 0,30
P. hispida (Angavokely) 0,80
P. leucophylla (Angavobe) 0,04

P. lucida (Andasibe) 0,04
P. lucida (Angavokely) 0,62
P. lucida (Ankaratra) 0,14

P. salviifolia (Antsirabe) 0,19
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Figure 21 : Histogramme présentant les rendements des HE des espéces du genre Psiadia de
Madagascar.

D’aprés ces résultats, les rendements en HE des espéces malgaches étudiées sont trés

variables, allant de 0,04 % pour P. leucophylla et P. lucida collectée a Andasibe a 0,80 % pour P. hispida.

Concernant I'espéce P. altissima var. altissima, le lieu de collecte semble avoir une influence
sur le rendement en HE : 0,25 % pour le spécimen collecté a Moramanga et 0,50 % pour celui collecté
a Ambositra. Les résultats obtenus dans le cadre de cette thése sont cohérents avec ceux de la
littérature. En effet, des études antérieures sur I'HE de feuilles de cette méme espece ont donné des

valeurs de rendement variant de 0,13 a 0,70 % (Rakotomalala, 2014 ; Ramanoelina et al., 1994).

Le rendement en HE de P. altissima var. stenophylla (0,30 %) se rapproche du rendement en
HE de la variété altissima collectée a Moramanga (0,25 %). Notons qu’aucun ouvrage dans la littérature

ne mentionne I'étude de I'HE de cette variété de P. altissima.

Avec un rendement de 0,80 %, P. hispida offre le rendement le plus important de toutes les
especes du genre Psiadia de Madagascar étudiées. Il est a noter qu’aucune publication ne fait mention

d’études antérieures sur I'HE de cette espece.

P. leucophylla, quant a elle, donne un rendement trés faible égal a 0,04 %. Comme pour P.

hispida, il semble que I'HE de cette espéce soit étudiée pour la premiere fois.

Les rendements en HE de P. lucida sont variables. L'espece collectée a Angavokely affiche le
rendement le plus important, égal a 0,62 %. Les rendements sur les deux autres sites de collecte
restent tres faibles : 0,04 % pour le spécimen d’Andasibe et 0,14 % pour le spécimen d’Ankaratra. Il est
a souligner que P. lucida était en fleurs lors de la collecte a Ankaratra, ce n’était pas le cas lors de la
collecte de cette espéce a Angavokely et Andasibe. Notons également que le spécimen trouvé a
Andasibe présentait des feuilles plus épaisses et de couleur plus foncée que celle des specimens
rencontrés a Angavokely et Ankaratra. Ces variations morphologiques et phénologiques observées sur
le terrain ainsi que I'habitat du végétal peuvent avoir une influence sur le rendement de I'HE du

spécimen et ce rendement peut diminuer au cours du développement du végétal. Il est a noter que



dans la littérature, il est mentionné un rendement en HE égal a 0,91 % pour un lieu de collecte pres

d’Andasibe (Andriamanantoanina et al., 2004).

Le rendement en HE de P. salviifolia, égal a 0,19 %, confirme celui obtenu dans le cadre d’'une

étude antérieure pour laquelle la teneur en HE était de 0,18 % (Andrianarison et al., 2015a).

Il. 3. Analyse chimique des HE

La connaissance de la composition chimique d’une HE est nécessaire pour contréler sa qualité
en vue de la commercialisation du produit et de la détection des fraudes, pour apprécier I'influence de
certains facteurs sur sa composition ou encore pour y déceler une éventuelle spécificité pour une

valorisation.

De maniere schématique, il existe 3 types de démarches pour I'analyse des HE. La premiére
est la méthode chromatographique en phase gazeuse procédant par individualisation et quantification
des composés du mélange (Tranchant et al.,, 1995). Il s’agit de I'analyse qualitative par
chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-SM) et quantitative par
chromatographie gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de flamme (CG-DIF). Les temps de
rétention peuvent donner une information sur la nature des molécules et la surface des pics fournit

une quantification relative. Il s’agit de la méthode conventionnelle d’analyse des HE.

La seconde méthode est préconisée lorsque certains constituants de I’'HE ont une structure
nouvelle ou n'ont pas été identifiés a partir des bases de données de la chromatographie en phase
gazeuse. Deux étapes sont nécessaires : une purification des composés par différentes techniques
chromatographiques, suivie d’'une analyse structurale s’appuyant sur la Résonance Magnétique

Nucléaire (RMN) mono- et bidimensionnelle et la Spectrométrie de Masse Haute Résolution (SMHR).

La troisieme méthode, plus récente, fait appel a la RMN du carbone 13 (RMN 3C), une
approche ne nécessitant pas d’individualisation préalable des constituants. Le principe de cette
méthode repose sur la comparaison des déplacements chimiques des carbones du mélange avec ceux
de composés purs contenus dans une bibliothéque de spectres de référence (Bradesi et al., 1996 ;
Ottavioli, 2009). L'identification de chaque atome de carbone permet la reconstitution des molécules
majoritaires formant I'HE (Rakotomalala, 2014). Il est donc nécessaire que I'enregistrement du spectre
du mélange et des spectres des composés de référence soit réalisé dans des conditions expérimentales
optimisées et standardisées afin de permettre une bonne reproductibilité des résultats obtenus. Cette

technique peut également étre employée pour la quantification des constituants (Nam, 2014).

Seules les descriptions de la premiére et de la deuxieme méthode sont présentées ici. Ce sont

celles qui ont été adoptées pour I'analyse de nos échantillons.



II.3.1. Méthodes d’analyses des HE

II.3.1.1. Analyse qualitative des HE

L'analyse qualitative des HE a été réalisée par chromatographie gazeuse couplée a un
spectrometre de masse (CG-SM) sur une colonne apolaire (SPB-5). Cette analyse a permis d’accéder,
d’une part, au spectre de masse de chacun des constituants de I’'HE et d’autre part, aux indices de
rétention relatifs (IRR). Le calcul de ces derniers repose sur la comparaison des temps de rétention des
constituants a ceux de deux alcanes linéaires consécutifs. Le calcul a été fait en programmation de
température, par interpolation linéaire selon I'équation suivante (Van Den Dool & Dec. Kratz, 1963).

t(X) — t(Cy)

IRR=100 % [N+ ———
[ t(Cn+1)_ t(Cn)

= X :composé a identifier

C : hydrocarbure
= netn+l:nombre d’atomes de carbone des deux paraffines qui encadrent le composé X
= t(X): temps de rétention du composé X

= t(Cpn) et t(Cns1) : temps de rétention des deux paraffines encadrant le composé X

Les IRR calculés et les spectres de masses ont été comparés a ceux de la littérature (Adams,

2001, 2017) et des bases de données informatisées Nist02 et Wiley7n.

II.3.1.1. Analyse quantitative des HE

Le principe de I'analyse quantitative d’une HE est de déterminer le pourcentage de chaque
constituant présent dans I’HE. En d’autres termes, le pourcentage, relatif de chaque signal par rapport

a 'ensemble des signaux du mélange analysé, sera déterminé.

Pour cela, I'HE a été injectée en chromatographie gazeuse couplée a un détecteur a ionisation
de flamme (CG-DIF) sur une colonne apolaire (SPB-5). Une mesure de I'aire des pics effectuée a I'aide

d’une intégration automatique permet d’accéder alors a la teneur de chaque constituant de I’'HE.

II.3.1. 2. Isolement et identification de composés par RMN

Les composés qui n’ont pu étre identifiés par leur IRR et I’étude de leur spectre de masse ont
été isolés et purifiés par chromatographie liquide puis identifiés par RMN. Différentes techniques de
RMN monodimensionnelle (*H, 3C), bidimensionnelle homonucléaire (*H-'H COSY, *H-'H NOESY) et

hétéronucléaire (*H-3C HSQC, *H-3C HMBC) ont été utilisées.



I.3.1.3. Synthése

La procédure générale de I'analyse et de la caractérisation des HE est représentée dans la

figure 22.
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Figure 22 : Procédure générale d’analyse et de caractérisation des composés volatils d’'une HE.




Il. 3. 2. Résultats des analyses chimiques

II.3.2.1. Analyse chimique de I'HE de P. altissima var. altissima

Les résultats de I'analyse des HE des feuilles de P. altissima var. altissima

collectées a Ambositra et Moramanga sont donnés dans le Tableau Il - Annexe

Il - Tome Il - pages 9-12.

P. altissima var.
altissima

@,

% Lieu de collecte : Ambositra

La figure 23 permet de visualiser la répartition des constituants de I'HE de P. altissima var.

altissima collectée a Ambositra par famille chimique.

P. altissima var. altissima (Ambositra)

2,5%

115% ; 78,7 %

\ 5 limonéne m*(8,6 %)

5,1 %)
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Sesquiterpénes hydrocarbonés Sesquiterpénes oxygénés

a-pinéne m*(9,1 %)

Ebv B-pinéne m*(47,2 %)

m*() = composé majoritaire du mélange

Figure 23 : Répartition des familles chimiques et des composés majoritaires de I'HE des feuilles de
P. altissima var. altissima (Ambositra).

L'étude de la composition chimique de I’'HE de P. altissima var. altissima collectée a Ambositra
a conduit a I'identification de 71 composés représentant 97,8 % de la composition chimique globale
de I'HE. Les hydrocarbures en sont les composés majoritaires. lls se répartissent en hydrocarbures
monoterpéniques (78,7 %) et sesquiterpéniques (11,5 %). L'HE est caractérisée par un pourcentage

élevé en B-pinéne (47,2 %), a-pinéne (9,1 %), (E)-B-ociméne (8,7 %) et limonene (8,6 %).



+» Lieu de collecte : Moramanga

La répartition des constituants de I'HE de P. altissima var. altissima collectée a Moramanga par

famille chimique est présentée dans la figure 24.
P. altissima var. altissima (Moramanga)
B-pinéne (44,9 %)

2,5%
a-pinéne (4,5 %)

L 73,4% /
16,2 %
\ limonéne (10,4 %)

N\

)\/\/ﬁ
(Z)-B-ocimene (7,3 %)
4,2 % > &

Monoterpenes hydrocarbonés Monoterpénes oxygénés
Sesquiterpénes hydrocarbonés Sesquiterpénes oxygénés

Figure 24 : Répartition des familles chimiques et des composés majoritaires de I'HE des feuilles de
P. altissima var. altissima (Moramanga).

L'analyse de I'HE de P. altissima var. altissima collectée a Moramanga a donné lieu a
I'identification d’un total de 68 composés représentant 96,3 % de I'HE. Elle est composée
majoritairement de monoterpénes hydrocarbonés (73,4 %) et de sesquiterpénes hydrocarbonés (16,2
%). Les composés prédominants dans I'HE sont le B-pinéne (44,9 %), le limonéne (10,4 %), le (Z)-B-

ocimene (7,3 %) et I'a-pinene (4,5 %).

Toutefois, entre les deux lieux de collecte (Ambositra et Moramanga), on observe peu de
variabilité qualitative et quantitative de la composition chimique de I'HE. On peut donc dire que
I’habitat n’a probablement pas d’influence sur la composition chimique de I'HE de P. altissima var.

altissima.



II.3.2.2. Analyse chimique de I'HE de P. altissima var. stenophylla

Les résultats de I'analyse des HE des feuilles de P. altissima var. stenophylla
collectées a Behenjy sont donnés dans le Tableau IV - Annexe Il - Tome |l - pages
14-16.

P. altissima var.
stenophylla

La répartition par familles chimiques des constituants de I’'HE de feuilles de P. altissima var.

stenophylla est présentée dans la figure 25.

P. altissima var. stenophylla (Behenjy)
B-pinéne (34,9 %)
3,4 %\ /
()
| . T $ limonéne (15,8 %)

20,7 %
/

/ \ =
(Z)-B-ocimene (5,4 %)

y-curcumene (5,8 %)

Monoterpenes hydrocarbonés Monoterpenes oxygénés
Sesquiterpénes hydrocarbonés Sesquiterpenes oxygénés

Figure 25 : Répartition des familles chimiques et des composés majoritaires de I'HE des feuilles de
P. altissima var. stenophylla (Behenijy).

La variété stenophylla présente une composition chimique relativement proche de la variété

altissima. 63 composés ont été identifiés constituant 95,8 % de I'HE. Comme pour la variété altissima,

I'HE se caractérise par une forte teneur en monoterpéenes hydrocarbonés (67,9 %) et sesquiterpenes

hydrocarbonés (20,7 %). Les composés majoritaires de I'HE sont le B-pinéne (34,9 %), le limonéne (15,8

%), le Y-curcumene (5,8 %) et le (Z)-B-ocimeéne (5,4 %) suivis du camphéne (4,8 %) et de I'a-pinéne (4,7

o). Il est ega ement a noter que le y-numulene ) ), e -p-gualene , o) et le -caryopnyliene
%). Il est égal : le y-humuléne (3,7 %), le (E)-B-guaiéne (2,3 %) et le B hyll¢

(2,3 %), bien présents dans la variété stenophylla, sont de quantités faibles, voire quasiment absents

dans la variété altissima.



II.3.2.3. Analyse chimique de I'HE de P. hispida

Les résultats de I'analyse de I'HE de P. hispida collectées a Angavokely sont
X
-, 3/ donnés dans le Tableau V - Annexe Il - Tome Il - pages 18-19.
oS §
G
y~
P. hispida

La figure 26 présente la répartition des constituants de I’'HE de P. hispida par famille chimique.

P. hispida (Angavokely)
B-pinéene m*(46,5 %)

0,5%
\ 28.4.% / a-pinéne (4,2 %)
,a4 /0
0.9% /
N

5,7 %/ $ limonéne (16,0 %)
3,6 %

)\/\/( m ’
S _ (Z)-B-ocimene (5,7 %)

Monoterpenes hydrocarbonés Monoterpenes oxygénés Sesquiterpénes hydrocarbonés
Sesquiterpénes oxygénés H Diterpenes oxygénés

m*() = composé majoritaire du mélange

Figure 26 : Répartition des familles chimiques et des composés majoritaires de I'HE des feuilles de
P. hispida (Angavokely).

L’étude de I'HE de P. hispida a donné lieu a I'identification d’un total de 45 composés soit 89,1
% de sa composition chimique. Un pourcentage élevé de monoterpénes hydrocarbonés (78,4 %) a été
observé. Quatre composés sont prédominants dans I'HE. Il s’agit du B-pinéne (46,5 %), du limonéne
(16,0 %), du (Z)-B-ocimeéne (5,7 %) et de I'a-pinene (4,2 %). Cette composition est proche de celle de

I’espéce P. altissima dans laquelle ces composés majoritaires ont été retrouvés.



II.3.2.4. Analyse chimique de I'HE de P. leucophylla

La composition chimique de I'HE des feuilles de P. leucophylla collectée a

Angavobe est décrite dans le Tableau VI - Annexe Il - Tome Il - pages 21-23.

P. leucophylla

La répartition des constituants de I’'HE de P. leucophylla par famille chimique est présentée

dans la figure 27.

P. leucophylla (Angavobe)

1,8% /

0,6 %
\ . /' o-humuléne
66,4 % (6,9 %)

0,2%
0,4 %/

B-caryophyllene
(10,6 %)

(E)-muurola-4(14),5-diéne

(7,2 %)
0,
manol (6,4 %) . &-cadinéne (8,9 %)
PN
Alcools M Aldéhydes Monoterpeénes hydrocarbonés
Monoterpenes oxygénés Sesquiterpénes hydrocarbonés Sesquiterpénes oxygénés
B Sesquiterpenes sulfurés H Diterpénes hydrocarbonés H Diterpénes oxygénés

B Composés aromatiques

Figure 27 : Répartition des familles chimiques et des composés majoritaires de I'HE des feuilles de
P. leucophylla (Angavobe).

L’espéce P. leucophylla a une composition chimique tres différente de celle des autres espéces
malgaches étudiées. 53 composés, représentant 84,0 % de la composition chimique de I’'HE ont été
identifiés et plusieurs composés minoritaires demeurent non identifiés. Une grande diversité des
familles chimiques a été observée dans I'HE. Cette derniere est constituée majoritairement de
sesquiterpénes hydrocarbonés (66,4 %). Elle contient également 6,4 % de diterpénes oxygénés et 6,2
% de sesquiterpénes oxygénés. Les principaux constituants qui caractérisent I'HE sontle PB-
caryophyllene (10,6 %), le 6-cadineéne (8,9 %), le (E)-muurola-4(14),5-diene (7,2 %), I'a-humuléene (6,9
%) et le manol (6,4 %).



II.3.2.5. Analyse chimique de I'HE de P. lucida

La composition chimique des HE des feuilles de P. lucida collectées a Andasibe,
Angavokely et Ankaratra est présentée dans le Tableau VII - Annexe Il - Tome Il

- pages 27-31.

P. lucida

< Lieu de collecte : Andasibe

La répartition des constituants de I’'HE de P. lucida collectée a Andasibe par famille chimique

est présentée dans la figure 28.

P. lucida (Andasibe)

oH 0,1% 0,2% 0 39
. o-muuroléne
\ P / (10,6 %)

PN
32,0%
T-muurolol m*(7,3 %)
~ o
46,6 % (Z)-B-guaiéne
/ \ (6,9 %)
HO 6-cadinéne
(7,5 %)
a-cadinol m*(11,1 %) :
PN
Alcools Monoterpenes hydrocarbonés Monoterpenes oxygénés
Sesquiterpénes hydrocarbonés Sesquiterpénes oxygénés B Composés aromatiques

m*() = composé majoritaire du mélange

Figure 28 : Répartition des familles chimiques et des composés majoritaires de I'HE des feuilles de
P. lucida (Andasibe).

L'analyse de I'HE de P. lucida collectée a Andasibe a permis d’identifier 69 composés

représentant 85,6 % de I'HE. Le regroupement des constituants par famille chimique a montré que

cette HE est caractérisée par une teneur élevée en sesquiterpénes hydrocarbonés (46,6%) et oxygénés

(32,0 %). Quelques composés sont présents dans des pourcentages relativement élevés. |l s'agit de I'a-

cadinol (11,1 %), de I'a-muuroléne (10,6 %), du 6-cadinéne (7,5 %), du t-muurolol (7,3 %) et du (Z)-B-

guaiéne (6,9 %).



% Lieu de collecte : Angavokely

L’étude de la composition chimique de I'HE de P. lucida collectée a Angavokely par CG-SM et
par CG-DIF a conduit a l'identification de 53 composés constituant 61,9 % de I’'HE. Cependant, deux
composés majoritaires représentant au total 35,3 % de la composition chimique de I'HE n’ont pu étre
identifiés par spectrométrie de masse, soit 21,3 % pour le composé 1 et 13,4 % pour le composé 2.
Afin de caractériser ces composés majoritaires, des étapes de fractionnement et de purification ont

été entreprises suivies de leur élucidation structurale par RMN.

= Fractionnement de I’HE

L'HE de P. lucida provenant d’Angavokely a donc été fractionnée par chromatographie
successive sur colonnes ouvertes en phase normale éluée au moyen d’un gradient isohexane/AcOEt
de polarité croissante. 1 g de cette HE a été fractionnée et cette purification a conduit a I'obtention
des deux composés a hauteur de 4,4 mg (composé 1) et 0,9 mg (composé 2). L'isolement de ces deux
composés est illustré dans la figure 29 ci-apres. La pureté de ces deux composés a été controlée par

une analyse en CG-SM.

HE de P. lucida

(1g)

——— Chromatographie sur colonne ouverte

(Isohexane/AcOEt)
Fraction hydrocarbonée Fraction oxygénée
(383,0 mg) (330,6 mg)
F. hydroc. - 250 mg F.oxy. - 2_75 mg
Chromatographie sur colonne Chromatographie sur colonne
ouverte (Isohexane/AcOEt) ouverte (Isohexane/AcOEt)
F2
(63 mg)
F2-50mg
Chromatographie sur colonne
ouverte (Isohexane/AcOEt)

P

Composé 1 Composé 2 i
(4,4 mg) i (09mg)

< ,

Figure 29 : Fractionnement de I'HE de P. lucida collectée a Angavokely pour l'isolement des
composés 1 et 2.

» Elucidation structurale des composés isolés

L’identification des composés isolés a été réalisée au Spectropole d’Aix-Marseille Université durant
un séjour de recherche sous la direction du Docteur Gaétan HERBETTE.



L'élucidation structurale des composés 1 et 2 a été effectuée en utilisant des techniques
spectrales, notamment la RMN monodimensionnelle (*H, 3C), bidimensionnelle homonucléaire (*H-H
COSY) et hétéronucléaire (*H-3C HSQC, *H-3C HMBC) ainsi que la SMHR. Les déplacements chimiques
du carbone pour le composé 2 ont été attribués a partir des spectres *H-13C HSQC et H-*C HMBC en
raison de sa faible quantité disponible. Les données spectrales des deux composés figurent en Annexe

lll - pages 37-45. Leur élucidation structurale est détaillée ci-apres.

- Elucidation structurale du composé 1

Les données spectrales du composé 1 sont présentées en Annexe lll. 1. - Tome Il - pages 38-

41.

Le composé 1 a été isolé sous forme d’huile de couleur jaune pale. Sa formule moléculaire
C11H140 a été attribuée a partir de son spectre SMHR en mode ESI* révélant un ion pseudomoléculaire
[M+H]* a m/z 163,0729 (valeur calculée : m/z 163,1117). Le nombre d’insaturations calculé a partir de

cette formule brute est de 5.

L’étude du spectre RMN *H du composé 1 (Figure 11 - Annexe lll. 1. - Tome |l - page 39) a
permis de mettre en évidence la présence de trois protons aromatiques H-4 (614 6,85), H-5 (611 7,15)
et H-6 (611 6,75), deux protons diastéréotopiques d’un groupe méthylidéne H-9a (814 4,81) et H-9b (611
5,31) sous forme d’un signulet large pour chaque proton, 3 méthyles a 6.4 3,82 (H-3) correspondant a

un méthoxy, a 61n 2,27 (H-7) sous forme de singulet et a 614 2,01 (H-10), sous forme de singulet.

Le spectre RMN 13C montre la présence de six atomes de carbone aromatiques C-1 a C-6 (813c
156,3; 132,6; 136,4; 122,5; 127,3 et 108,1), deux atomes de carbones éthyléniques C-8 (613c 142,6)
et C-9 (613c 115,1), un carbone du groupement méthoxy C-11 (613c 55,8) et deux carbones des
groupements méthyles C-7 (813c 19,7) et C-10 (813c 23,5) (Figure 11 - Annexe lll. 1. - Tome Il - page 39).

Le spectre *H-'H COSY montre des taches de corrélation entre les protons H-4 (814 6,85), H-5
(61n 7,15) et H-6 (611 6,75) a cause d’un systeme de spin aromatique. Les corrélations hétéronucléaires
1H-13C HSQC ont permis de relier les groupes de protons décrits précédemment, aux différents
carbones. L’ensemble des corrélations *H-'H COSY et *H-**C HMBC a mis en évidence I’enchainement

de la structure du cycle benzénique 1, 2, 3 trisubstitué représenté dans la figure 30.

mmmm : Corrélation 'H-'H COSY

A : Corrélation H-3C HMBC

Figure 30 : Corrélations COSY et HMBC clés du cycle benzénique du composé 1.



Les corrélations hétéronucléaires H-3C HMBC entre les protons H-11 (814 3,82) et le carbone
C-1 (613c 156,3) ; entre les protons H-9a (614 4,81), H-9b (811 5,31) et H-10 (614 2,01) et le carbone C-2
(613c 132,6) et entre les protons a H-7 (8611 2,27) et les carbones C-2 (813c 132,6), C-3 (8613c 136,4) et C-4
(613c 122,5) ont permis de déduire 'emplacement respectif du groupe méthoxy en C-1, du groupe

méthyle en C-3 et du motif alkyl en C-2 (Figure 31).

- : Corrélation *H-3C HMBC

Figure 31 : Corrélations HMBC clés des substituts du cycle benzénique du composé 1.

La comparaison des données spectrales RMN *H et RMN 3C de ce composé avec les données
de la littérature (Tableau IX - Annexe lll. 1. - Tome Il - page 38) permet d’attribuer au composé 1 la

structure d’'un monoterpéne oxygéné, le 2-isopropényl-3-méthylanisole (Jiménez-Estrada et al., 1996).

2-Isopropényl-3-méthylanisole (Composé 1)

Le 2-isopropényl-3-méthylanisole a été isolé pour la premiére fois, en 1978, de la racine de
Piqueria trinervia, une espece de la famille des Asteraceae (Bohlmann & Swita, 1978). Sur la base de
son spectre RMN 'H et de sa co-élution avec un dérivé de carquéjol, une premiére structure du 2-
méthyl-3-isopropénylanisole a été proposée. Cette derniére a été révisée et rectifiée, en 1981, par
Sangaiah & Rao. Ce composé a par la suite été synthétisé a partir du piquérol A, ce dernier est un
composé isolé de Piqueria trinervia (Jiménez-Estrada et al., 1996). Depuis, aucune publication ne fait

mention d’études sur le 2-isopropényl-3-méthylanisole.

- Elucidation structurale du composé 2

Les données spectrales du composé 2 sont présentées en Annexe lll. 2. - Tome Il - pages 42-

45.

D’aspect huileux et de couleur blanche, le composé 2 présente un spectre SMHR en mode ESI*
avec un ion pseudomoléculaire [M+H]*a m/z151,0971 correspondant a la formule moléculaire C1oH140

(valeur calculée : 151,1117), soit un nombre d’insaturations égal a 4.



L’étude du spectre RMN H du composé 2 (Figure 15 - Annexe lll. 2. - Tome Il - page 43) a mis
en évidence la présence des protons d’un groupement méthyle H-10 (814 1,78), des protons de deux
groupements méthylidenes H-7 (614 4,92 et 4,96) et H-9 (614 5,04 et 5,23), deux protons éthyléniques
H-3 (611 5,87) et H-4 (6114 5,76), d’un proton H-2 (614 4,41) relié a une fonction hydroxy et des protons
méthyléniques H-5 (61n 2,78 et 614 2,87).

Le spectre *H-'H COSY montre un systéme de spin entre les protons H-2, H-3, H-4 et H-5. Les
corrélations hétéronucléaires H-3C HSQC ont permis d’attribuer les différents déplacements
chimiques des carbones associés a chacun des groupes de protons décrits précédemment. Les
corrélations hétéronucléaires *H-3C HMBC entre les protons H-7 (814 4,92 et 4,96) et le carbone C-5
(613c 33,4) ; entre les protons H-9 (614 5,04 et 5,23) et H-10 (614 1,78) et le carbone C-1 (613¢c 54,3) ont
permis de déduire I'emplacement respectif du groupe méthylidéne en C-6 et du motif alkyl en C-1. Ce

qui conduit a I'enchainement de la structure représenté dans la figure 32.

9<\\8>m

2

mmm : Corrélation *H-'H COSY
7~ . corrélation H-BC HMBC

Figure 32 : Corrélations COSY et HMBC clés du composé 2.

La comparaison des données RMN H et RMN 3C avec celles de la littérature (Minteguiaga et
al., 2017) a permis de confirmer le composé 2 comme étant le carquéjol (Tableau X - Annexe lll. 2. -

Tome Il - page 42).

Carquéjol (Composé 2)

Le carquéjol est isolé pour la premiére fois de I’'HE de Baccharis genistelloides (Asteraceae).
Cette espece pousse a I'état sauvage dans la forét amazonienne et est connue sous le nom de
«carqueja». Naves Y. R. a attribué la structure du carquéjol en 1959, sans en préciser la stéréochimie.
Une étude de la stéréochimie a donc été entreprise par la suite en utilisant la RMN, la spectrométrie
de masse et le dichroisme circulaire (Alan, 1967). Le carquéjol présent dans I’'HE des parties aériennes

de Baccharis Trimera (Asteraceae) a, quant a lui, été caractérisé par la spectroscopie infrarouge a



transformée de Fourier (IRTF) et Raman, I’Ultraviolet Visible (UV), le Dichroisme circulaire, la RMN et

la spectrométrie de masse par Minteguiaga et a/ (2017).

Un regroupement de tous les composés identifiés dans I’'HE de P. lucida collectée a Angavokely

/ carquéjol (13,4 %)

28,6 %
60,5 % /—
B-pineéne (21,9 %) Y

acétate de carquéjyle (19,7 %)

N

par famille chimique est donné dans la figure 33.

P. lucida (Angavokely)

2,0% 0
6,1%

2-isopropényl-3-méthylanisole (21,9 %)

Monoterpenes hydrocarbonés Monoterpenes oxygénés

Sesquiterpénes hydrocarbonés Sesquiterpénes oxygénés

Figure 33 : Répartition des familles chimiques et des composés majoritaires de I'HE des feuilles de
P. lucida (Angavokely).

L'identification des deux composés majoritaires par RMN a donc permis de déterminer la
composition chimique de I'HE a hauteur de 97,3 %, soit un total de 55 composés identifiés. Les familles
chimiques les plus représentées sont les monoterpenes oxygénés (60,5 %) et les monoterpenes
hydrocarbonés (28,9 %). L'HE est composée majoritairement du 2-isopropényl-3-méthylanisole (21,9

%), du B-pinéne (21,9 %), de I'acétate de carquéjyle (19,7 %) et du carquéjol (13,4 %).

% Lieu de collecte : Ankaratra

La répartition des constituants de I'HE de P. lucida collectée a Ankaratra par famille chimique

est présentée dans la figure 34.



P. lucida (Ankaratra)
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Figure 34 : Répartition des familles chimiques et des composés majoritaires de I'HE des feuilles de
P. lucida (Ankaratra).

Cette étude a conduit a l'identification de 87 composés représentant 75,9 % de I'HE de P.
lucida collectée a Ankaratra. Elle est composée majoritairement de sesquiterpénes oxygénés (32,9 %),
de sesquiterpénes hydrocarbonés (25,6 %) et de monoterpénes hydrocarbonés (13,0 %). L'élémol
(12,8 %), le germacréne D (8,2 %), le 6-cadinéne (6,6 %), le cubébol (6,3 %) et le B-pinéne (6,0 %) sont

retrouvés en forte proportion.

< En conclusion

Ces différents résultats sur la composition chimique de I'HE de P. lucida nous permettent
d’observer une variabilité de sa composition chimique selon le lieu de collecte. Les HE des spécimens
collectés a Andasibe et a Ankaratra se caractérisent par une forte teneur en sesquiterpenes
hydrocarbonés (25,6 a 46,6 %) et oxygénés (32,0 a 32,9 %). La composition chimique de I'HE de P.
lucida collectée a Angavokely, quant a elle, se démarque par une teneur élevée en monoterpénes
oxygénés (60,5 %) et monoterpénes hydrocarbonés (28,9 %). Par ailleurs, pour ces trois lieux de

collecte, les HE se distinguent par des composés majoritaires différents.



II.3.2.6. Analyse chimique de I'HE de P. salviifolia

Les résultats de I'analyse de I'HE de P. salviifolia collectée a Antsirabe sont

donnés dans le Tableau VIl - Annexe Il - Tome Il - pages 33-35.

P. salviifolia

La répartition des constituants de I'HE de P. salviifolia par famille chimique est présentée dans

la figure 35.

P. salviifolia (Antsirabe)
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Monoterpenes hydrocarbonés Monoterpenes oxygénés Sesquiterpénes hydrocarbonés
Sesquiterpénes oxygénés M Diterpenes hydrocarbonés M Diterpenes oxygénés

m*() = composé majoritaire du mélange

Figure 35 : Répartition des familles chimiques et des composés majoritaires de I'HE des feuilles de

P. salviifolia (Antsirabe).

L’étude de la composition chimique de I'HE de P. salviifolia collectée a Antsirabe a conduit a

I'identification de 97,9 % de la composition, soit un total de 74 composés identifiés. Elle est

caractérisée par une forte teneur en hydrocarbures monoterpéniques (63,1 %) et sesquiterpéniques

(25,7 %). Deux composés ont été retrouvés a des pourcentages élevés dans I'HE. Il s’agit du B-pinéne

(17,2 %) et du limonéne (28,5 %).

Il. 3.3. Discussion

Au cours de cette étude menée sur la composition chimique de I'HE des feuilles des especes

du genre Psiadia endémiques de Madagascar, 45 a 74 composés ont été identifiés représentant 78,7

a 97,9 % des HE. La plupart des HE renferme une teneur importante en monoterpenes hydrocarbonés



allant jusqu’a 78,7 % de leur composition chimique et dans cette famille, le B-pinéne constitue le

composé majoritaire, dont la teneur la plus élevée peut aller jusqu’a 47,2 % de la composition de I'HE.

L'HE de P. altissima var. altissima a déja fait 'objet de travaux antérieurs

décrivant leurs compositions chimiques (Rakotomalala, 2014 ; Ramanoelina et

al., 1994). Ces travaux rapportent que I'HE des feuilles de ce végétal est riche en

hydrocarbures monoterpéniques et sesquiterpéniques. Le B-pinéne (39,7 a 49,7
P. altissima var.
altissima %), le limonéne (3,8 a 9,3 %), le (E,Z)-B-ociméne (5,9 a 6,9 %) et I'a-pinene (3,5 a

3,9 %) constituent les composés majoritaires de I'HE. Les résultats de notre étude
sur la composition chimique de cette espéce avec les deux variétés altissima et stenophylla confirment

ces résultats.

Par ailleurs, la présence de I'a- et du B-pinéne dans ces HE pourrait expliquer les effets
antibactériens et antifongiques des HE de P. altissima var. altissima (Rakotomalala, 2014 ;
Ramanoelina et al., 1987). En effet, I'a- et le B-pinéne agissent en provoquant des effets toxiques sur
la structure et les fonctions des membranes cellulaires des levures et des bactéries pathogenes
(Andrews et al., 1980). Quelques études spécifiques mettent en évidence que le B-pinéne présente
des propriétés antifongiques (Hammer et al., 2003), particulierement sur Candida spp. (Magwa et al.,
2006). Le B-pinéne, souvent accompagné de I'a-pinéne ou d’autres terpénes, est cytotoxique sur des
lignées de cellules cancéreuses (Setzer et al., 1999). Quand I'a- et le B-pinéne sont les composants
majoritaires d’une huile, cette derniere présente généralement des propriétés anti-inflammatoires et
analgésiques (Erazo et al., 2006). Un criblage biologique de I'HE de P. altissima var. altissima serait
donc intéressant afin de justifier les effets de ces composés majoritaires et de valider les utilisations
traditionnelles de cette plante, tels que le traitement des différentes plaies (galeuse, eczémateuse,
ulcérées et syphilitique), le reméde contre la diarrhée et la bilharziose ainsi que ses propriétés

hémostatiques et désinfectantes.

L’étude de la composition chimique de I'HE de P. altissima var. altissima a montré également
la présence de sesquiterpenes hydrocarbonés tels que le B-caryophylléne (1,7 %), 'a-humulene (1,3 a
1,4 %), le (Z)-B-guaiéne (1,6 a 3,5 %) et le 5-cadinéne (1,7 %). La présence de ces composés a également
été signalée dans les travaux antérieurs de Rakotomalala (2014) et Ramanoelina et al. (1994). Bien que
les sesquiterpenes hydrocarbonés soient nombreux pour les deux lieux de collecte (26 a 27 composés),

ils sont présents a des teneurs relativement faibles (trace - 3,5 %).

Les travaux antérieurs ont rapporté que le lédeéne (3,9 %) et I'aromadendrene (1,2 %)
(Rakotomalala, 2014), le cypéréne (3,4 %) et le viridiflorene (3,0 %) (Ramanoelina et al., 1994) sont
bien représentés dans I'HE de P. altissima var. altissima. Ces composés n’ont pourtant pas été observés

lors de la présente étude.



Enfin, soulignons que pour la variété altissima, la composition chimique de I'HE des feuilles
présente peu de variabilité pour les deux lieux de collecte. L'étude de I'HE de cette méme variété,
effectuée par Rakotomalala en 2014 a conduit notamment a la méme conclusion. L’étude portait non

seulement sur I'HE des feuilles mais aussi I'HE des racines, tiges et fleurs.

Cette premiere étude de la composition chimique de la variété stenophylla a
démontré un profil chimique relativement similaire a celui de la variété

altissima. On retrouve majoritairement des monoterpénes et des

sesquiterpenes hydrocarbonés avec les mémes composés majoritaires. Comme

P. altissima var.
stenophylla pour I'HE de P. altissima var. altissima, 'HE de P. altissima var. stenophylla

contient des sesquiterpenes hydrocarbonés tels que le B-caryophyllene, I'a-
humuléne et le 6-cadinene. Cependant, quelques sesquiterpénes hydrocarbonés, bien présents dans
la variété stenophylla sont de quantités faibles, voire quasiment absents dans la variété altissima. Il
s’agit du y-curcumeéne (5,8 %), du (E)-B-guaiene (2,3 %), de I'a-humuléne (3,7 %), du B-caryophylléne
(2,3 %) et de y-humuléne (3,7 %).

La composition chimique de I'HE de P. hispida a été étudiée pour la premiére
ﬂﬁ&“gr? fois lors de cette thése. L'HE est caractérisée par des monoterpéenes
- ‘&’5 hydrocarbonés (78,4 %). Le B-pinéne (46,5 %), le limonéne (16,0 %), le (Z)-B-

_T ‘: ocimeéne (5,7 %) et I'a-pinéne (4,2 %) en constituent les composés majoritaires.
P hispida Le (E)-B-ocimene et le terpinén-4-ol sont présents dans I’'HE avec des teneurs

respectives de 3,0 % et 2,7 %.

P. leucophylla fait I'objet pour la premiere fois d’'une étude portant sur la
composition de son HE. Cette derniére se distingue de celle des autres especes

étudiées par une teneur élevée en sesquiterpénes hydrocarbonés (66,4 %), en

diterpénes oxygénés (6,4 %) et en sesquiterpénes oxygénés (6,2 %). Le B-

P. leucophylla

caryophylléne (10,6 %), le 6-cadinéne (8,9 %), le (E)-muurola-4(14),5-diene (7,2

%), I'a-humuléne (6,9 %) et le manol (6,4%) en sont les composés majoritaires.
L'HE affiche également une teneur notable en a-copaéne (5,0 %), B-copaéne (4,6 %), y-muuroléne (4,6
%) et a-muuroléne (3,6 %). Elle est tres pauvre en revanche en monoterpénes hydrocarbonés (0,6 %).
Outre les terpenes hydrocarbonés et oxygénés, d’autres familles de composés ont été observées dans
I’'HE mais avec des teneurs trés faibles. Il s’agit des alcools (0,4 %), des aldéhydes (0,2 %), des

sesquiterpenes sulfurés (0,1%) et des composés aromatiques (trace).



Pour I'espéce P. lucida, I'étude de I'HE a démontré une variabilité de sa

composition chimique selon le lieu de collecte.

Les HE des spécimens collectés a Andasibe et a Ankaratra se caractérisent par

une forte teneur en sesquiterpenes hydrocarbonés (25,6 a 46,6 %) et oxygénés

P. lucida

(32,0a32,9%). Quelqgues composés, communs a ces 2 spécimens, sont présents
a des teneurs importantes. Il s'agit de I’élémol (12,8 et 3,5 %), du 6-cadinene (6,6 et 7,5 %), du cubébol
(3,1 et 6,3 %), du mélange a-muurolol, t-cadinol et T-muurolol (2,8 et 7,3 %) et du mélange a-cadinol

et B-eudesmol (4,6 et 11,1 %).

Quelques différences ont été néanmoins remarquées. Certains composés ont été retrouvés a
des pourcentages élevés dans le spécimen collecté a Andasibe alors qu’ils sont quasiment absents dans
le spécimen collecté a Ankaratra. Il s’agit de I'a-muuroléne (10,6 %), du (Z)-B-guaiene (6,9 %) et du
mélange B-bourbonéne, B-cubébéne et B-éléméne (4,1 %). En revanche, le spécimen collecté a
Ankaratra renferme une quantité importante de B-pinene (6,0 %) et de germacréne D (8,2 %) alors que
ces mémes composés sont a de tres faibles quantités, voire absents dans le spécimen collecté a
Andasibe. La composition chimique de I'HE de P. lucida collectée a Angavokely, quant a elle, se
démarque de celles des deux autres lieux de collecte par une teneur élevée en monoterpenes oxygénés
(60,5 %) et hydrocarbonés (28,9 %). Le 2-isopropényl-3-méthylanisole (21,9 %), le carquéjol (13,4 %),

I'acétate de carquéjyle (19,7 %) et le B-pinéne (21,9 %) constituent les composés majeurs de I'HE.

Cette variation de la composition chimique de I'HE de P. lucida pourrait s’expliquer par, outre
le lieu de collecte, les variations morphologiques et phénologiques observées sur le terrain lors de la
collecte du végétal. Par ailleurs, les résultats antérieurs sur la composition de 'HE de I'espéce, qui a
été collectée a 20 km a I'Est de Moramanga (prés d’Andasibe), confirment cette variation, étant donné
que ce sont le terpinoléne (38,0 %), I'a-humuléne (21,2 %) et le limonéne (10,2 %) qui constituent les
composés majoritaires observés dans ces travaux (Andriamanantoanina et al., 2004). Il est a noter
toutefois que ces derniers se rapprochent qualitativement de la composition des HE des spécimens

collectés a Ankaratra et a Andasibe.

Le carquéjol et l'acétate de carquéjyle qui figurent parmi les composés majoritaires du
spécimen collecté a Angavokely pourraient étre responsables de I'effet antirhumatismal et digestif
(Ferrante et al., 2007). Par ailleurs, I'injection du carquéjol, chez les chiens, réduit la pression artérielle,

le taux de cholestérol et la fréquence respiratoire (Ferrante et al., 2007).

L'HE de P. salviifolia présente une composition chimique proche de celles de P.
altissima var. altissima collectée sur les deux sites Ambositra et Moramanga,

de P. altissima var. stenophylla et de P. hispida. En effet 'HE est caractérisée

par un pourcentage élevé de monoterpénes hydrocarbonés. Le B-pinene (17,2

P. salviifolia

%) et le limonéne (28,5 %) restent les composés les plus abondants de I'HE. Six




autres composés a moindre teneur (2,0 a 5,0 %) ont également été retrouvés dans I'HE, notamment le
p-cymene (3,2 %), le terpinoléne (2,9 %), le B-caryophylléene (2,9 %), le 6-cadinene (3,3 %), le (E)-
muurola-4(14),5-diéne (2,3 %) et le 10-épi-cubébol (2,8 %).

Les résultats obtenus lors de cette étude se rapprochent de ceux d’Andrianarison et de ses
collaborateurs, obtenus en 2015 (Andrianarison et al., 2015a) : les hydrocarbures monoterpéniques
(76,7 %) sont prépondérants dans I'HE et les composés majoritaires sont le B- pinéne (22,1 %), le

limonene (19,9 %), le B-phellandréne (10,4 %) et le sabinéne (9,7 %).

Cependant, ces résultats ne confirment pas ceux obtenus a I'issue de la premiere investigation
de l'espece en 1973 par Dennis. Selon cette étude, I'HE se caractérise par la présence dominante du
mélange linalol et B-bourbonéne (10,7 %) et une teneur importante de sesquiterpenes oxygénés (25,8
%) et de diterpénes (11,8 %). Toutefois, les composés majoritaires mis en évidence lors de notre étude
(B-pinéne et limonéne) ont été également signalés dans les travaux de Dennis en 1973 mais a des

teneurs relativement faibles.

Il. 4. Conclusion

Le tableau Il est un tableau synthétique qui résume les analyses réalisées. Les familles
chimiques les plus abondantes ainsi que les composés majoritaires de I'HE de chaque espéce y sont

repris ci-apres.



Tableau Ill : Familles chimiques et composés majoritaires de chaque espéce du genre Psiadia de

Madagascar.
. Lieu de . .. o Lo
Especes Familles chimiques abondantes Composés majoritaires
collecte
Ambositra N .
poising  Morsmengs U DO g pnin
Behenjy - Ilmc.)n‘ene
R . - a-pinéne
hisol el Monoterpénes hydrocarbonés - (Z,E)-B-ocimeéne
P. hispida Angavokely Sesquiterpénes hydrocarbonés ’
- B-caryophyllene
- a-humuléne
P. leucophylla  Angavobe Sesquiterpénes hydrocarbonés - (E)-muurola-4(14),5-diene
- &-cadinene
- manol
- a-muuroléne
. R . - (Z)-B-guaiéne
h
Andasibe Seitermoncs ongonds - Scadinene
q P ¥e - t-muurolol
- a-cadinol
- germacréne D
. . . , - 6-cadinég
P. lucida Sesquiterpenes hydrocarbonés ) (,:a inene
Ankaratra Sesquiterpenes oxygénés - €lémol
q P ¥é - cubébol
- B-pinéne
- 2-isopropényl-3-méthylanisole
Angavokely Monoterp(‘anes hydrc?calrbones - car,quejol B
Monoterpénes oxygénés - acétate de carquéjyle
- B-pinéne
P. salviifolia Antsirabe Monoterpéenes hydrocarbonés i [?-plne‘ne
- limonene

Pour conclure, I'étude comparative de la composition chimique des HE des feuilles de 5
especes du genre Psiadia endémiques de Madagascar a montré que les espéces P. altissima avec ses
deux variétés altissima et stenophylla, hispida et salviifolia possedent un profil chimique relativement
proche. Les hydrocarbures terpéniques constituent les familles majoritaires. Par ailleurs, le lieu de

collecte n’a pas d’influence sur la composition de I’'HE de P. altissima var. altissima.

L'espéece P. leucophylla a une composition chimique différente de celles des autres espéces ;
elle se caractérise par la présence en teneur élevée de sesquiterpénes hydrocarbonés et de diterpénes

oxygénés.

L'espéce P. lucida, quant a elle, présente un profil chimique qui varie en fonction du lieu de
collecte. Le spécimen d’Angavokely est riche en monoterpéenes hydrocarbonés et oxygénés tandis que

les deux autres sont riches en sesquiterpénes hydrocarbonés et oxygénés.
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Une des premiéres étapes clés dans la recherche de nouveaux candidats médicaments
d’origine naturelle est de sélectionner des organismes d’intérét. Dans cette optique, cette partie est
consacrée a I'étude des composés non volatils des espéces du genre Psiadia endémiques de La Réunion

et de Madagascar, en vue de sélectionner les espéeces présentant un potentiel biologique intéréssant.

Cette partie englobe trois chapitres essentiels. Le premier porte sur les criblages chimique et
biologique de 5 espéces endémiques de Madagascar. Cela pourrait également confirmer ou non
I'utilisation traditionnelle de I'espéece. Le second chapitre concerne I'étude phytochimique de I'espéce
lucida de Madagascar, sélectionnée a I'issue des criblages chimique et biologique réalisés. Le troisieme
chapitre est, quant a lui, consacré a I’étude phytochimique d’une espéce endémique de La Réunion, P.
dentata, ayant démontré lors des travaux antérieurs (Mahadeo, 2018) des activités biologiques

remarquables.

Chapitre 1. Criblages chimique et biologique des extraits bruts du

genre Psiadia de Madagascar

Le criblage est la premiere étape de I'étude phytochimique d’une plante. C’est un ensemble
d’analyses chimique et biologique préliminaires réalisées sur un extrait de plante afin de détecter la
présence des principales familles chimiques et de mettre en évidence des extraits de plantes
biologiquement intéressants ou ceux présentant un intérét d’un point de vue chimique ou

économique.

Notons que les criblages chimique et biologique de onze especes du genre Psiadia endémiques
de La Réunion (P. amygdalina, P. anchusifolia, P. argentea, P. boivinii, P. callocephala, P. dentata,
P. insignis, P. laurifolia, P. melastomatoides, P. montana et P. retusa) ont déja été réalisés lors des
travaux de thése de Mahadeo K. (2018). Ces travaux ont révélé que parmi les onze espéces

réunionnaises étudiées :

- Quatre d’entre elles (P. amygdalina, P. anchusifolia, P. dentata et P. melastomatoides),

présentaient une activité antipaludique,

- Huit d’entre elles (P. amygdalina, P. argentea, P. boivinii, P. callocephala, P. dentata,

P. insignis, P. laurifolia et P. montana), présentaient une activité anti-inflammatoire,

- Deuxd’entre elles (P. dentata et P. retusa), présentaient une activité cytotoxique modérée

sur les cellules Hela, responsables du cancer du col de I'utérus.

Dans le cadre de ces travaux de these, cinq espéces du genre Psiadia endémiques de
Madagascar ont été sélectionnées. Il s’agit de P. altissima avec ses deux variétés altissima et

stenophylla, P. hispida, P. leucophylla, P. lucida et P. salviifolia. Parmi ces espéces, deux ont été trés



peu étudiées (P. salviifolia et P. lucida) et les autres n’ont jamais fait I'objet d’une étude chimique et

biologique (P. altissima var. stenophylla, P. leucophylla et P. hispida).

lll. 1. 1. Collecte et identification

La collecte des feuilles de chaque espéece a été réalisée pendant la période de floraison des
plantes entre Octobre 2018 et Janvier 2019 en collaboration avec I'Ecole Supérieure Polytechnique
d’Antananarivo et le Missouri Botanical Garden. Pour rappel, les détails de la collecte de ces especes

sont présentés dans le Tableau I - Annexe | - Tome Il - page 4.

Au total, neuf échantillons végétaux provenant de Madagascar ont été travaillés pour les

criblages chimique et biologique.

lll. 1. 2. Obtention des extraits bruts

Afin d’obtenir les extraits bruts, les feuilles de chaque échantillon ont d’abord été séchées puis
broyées. L’extraction des feuilles a été effectuée dans I'acétate d’éthyle (AcOEt) au moyen de I’ASE
(extraction accélérée par solvant), répétée 4 fois afin d'épuiser le matériel végétal. L'AcOEt a été
ensuite évaporé sous pression réduite. Les extraits bruts obtenus ont été conservés au froid a +4°C

avant leurs analyses.

Le rendement d'extraction a été calculé par rapport a la matiére séche extraite. Ces

rendements sont donnés dans le tableau IV ci-apres.

Tableau IV : Rendements d’extraction des feuilles des espéces du genre Psiadia endémiques de

Madagascar.
. Lieu de Masse des feuilles Masse d’extraits

Espece collecte séchées (g) bruts (g) AT B

P. altissima var. altissima Ambositra 237,40 19,87 8,4

Moramanga 361,20 34,13 9,5

P. altissima var. stenophylla Behenjy 284,20 34,05 12,0

P. hispida Angavokely 165,60 11,14 6,7

P. leucophylla Angavobe 282,10 24,32 8,6

Andasibe 88,20 3,67 4,2

P. lucida Angavokely 282,80 16,85 6,0

Ankaratra 222,60 17,54 7,9

P. salviifolia Antsirabe 290,30 36,42 12,6

Le rendement d’extraction des espéeces du genre Psiadia endémiques de Madagascar varie de

4,2 a 12,6 %. L'espéce P. salviifolia présente le rendement le plus important.



lll. 1. 3. Criblage chimique des extraits bruts

lll. 1. 3. 1. Principe

Chaque extrait brut a été soumis a des analyses chimiques préliminaires utilisant différentes
techniques chromatographiques (CCM et CLHP-CAD-DAD) et spectroscopiques (RMN) afin d’avoir un
apercu de la nature des constituants rencontrés chez ces especes et de comparer leurs profils

chimiques.

=  La Chromatographie sur Couche Mince (CCM)

Les extraits bruts ont été, dans un premier temps, analysés par CCM en utilisant comme éluant
un mélange de cyclohexane et d’AcOEt de proportion volumique 70/30 (v/v) et comme révélateur,

outre les UV (A = 254 et 365 nm), une solution de vanilline en présence d’acide sulfurique.

=  La Chromatographie Liquide a Haute Performance (CLHP)

Les extraits bruts ont été par la suite analysés par CLHP sur une colonne en phase inverse (silice

greffée C18) couplée a deux types de détecteurs :

- Un détecteur a barrettes de diodes (DAD) qui permet d’obtenir une mesure simultanée sur

toute I'étendue du spectre UV-visible (entre 200 et 800 nm),

- Un détecteur d’aérosols chargés (CAD), détecteur universel qui permet de détecter et de
quantifier une gamme d’analytes, y compris ceux sans chromophore ou faiblement

ionisables.

*  LaRésonance Magnétique Nucléaire du proton (RMN *H)

Le criblage chimique a été complété par une analyse par RMN *H. Les extraits ont été dissouts
dans du chloroforme deutéré (CDCls) et les spectres RMN *H des extraits bruts ont été réalisés a 600

MHz.

lll. 1. 3. 2. Résultats

Les profils CCM, CLHP-CAD et RMN H des 9 extraits bruts de Psiadia de Madagascar étudiés
sont présentés en Annexe IV - Tome Il - pages 47-53. Les espéces sont classées par ordre alphabétique

des noms d’espece.

lll. 1. 3. 3. Discussion

Les profils CCM, CLHP et RMN *H des extraits bruts de Psiadia de Madagascar donnent un

apercu de la richesse de chaque extrait en métabolites spécialisés. Aprés révélation avec la vanilline



sulfurique, les profils CCM montrent des taches de couleur violette, rose, bleue et jaune. Les
colorations rose et violette laissent a penser que ces extraits contiennent des terpénoides et les
couleurs bleues, des stérols (Komsta et al., 2013 ; Wagner & Bladt, 1996). La couleur violette pourrait
correspondre aussi a des saponines (Karthika & Paulsamy, 2015 ; Maya et al., 2019). L'observation des
taches en UV 254 nm indique la présence de composés aromatiques ou présentant des systemes
conjugués. Les taches observées en UV 365 nm indiquent la présence des composés posseédant une
fluorescence naturelle. On peut donc émettre I’"hypothése que ces composés sont des coumarines

et/ou des xanthones.

Les profils CCM, CLHP et RMN *H des deux extraits bruts de P. altissima var. altissima (Annexe
IV. 1 - Tome Il - page 48) sont similaires et tres riches en métabolites spécialisés. Sa composition
chimique ne varie donc pas en fonction du lieu de collecte. Les CCM montrent des taches rose et
violette qui pourraient correspondre a des terpénoides. Les spectres RMN 'H montrent des
déplacements chimiques dans la zone des protons aliphatiques (0,8-3,1 ppm) caractérisant la présence
de composés apolaires. De plus, les variables spectrales aux alentours de 7,0 ppm indiquent la
présence de composés aromatiques. On peut donc suggérer la présence de composés phénoliques
dans les extraits bruts de P. altissima var. altissima. Ceci est en accord avec les résultats des travaux
précédents ol les flavonoides, les leucoanthocyanes, les terpénoides, les stérols insaturés et les

coumarines ont été détectés dans cette espéce (Rakotomalala, 2014).

L'extrait brut de P. altissima var. stenophylla présente des profils chimiques (Annexe IV. 2 -
Tome Il - page 49) différents de ceux de la variété altissima décrite précédemment. En effet, le profil
CLHP montre plusieurs composés majoritaires qui sont absents ou minoritairement présents dans la
variété altissima. Les taches roses et bleues observés en CCM pourraient correspondre a des

terpénoides et des stérols.

L'espéce P. hispida se distingue par la présence de composés apolaires dont la plupart

absorbent en UV 254 nm et en UV 365 nm (Annexe IV. 3 - Tome Il - page 50).

Le profil CLHP de I'espece P. leucophylla relativement simple (Annexe IV. 4 - Tome Il - page
51), est constitué d’un pic largement majoritaire. Ce composé montre une tache violette apres
révélation a la vanilline sulfurique. Il n’absorbe pas en UV 254 nm et absorbe tres peu en UV 365 mn.
La structure de ce composé est donc exempte ou contient trés faiblement des groupements
chromophores. L’association des profils CCM et CLHP de I'extrait brut de P. leucophylla permet

d’émettre I’'hypothése que le composé majoritaire de I'espéce est un terpénoide ou une saponine.

Les profils CLHP et RMN H des extraits bruts de P. lucida ont révélé la présence de plusieurs
composés aliphatiques (Annexe IV. 5 - Tome Il - page 52). Par ailleurs, les déplacements chimiques de
longues chalnes hydrocarbonées (0,8-3,0 ppm) ont été observés sur le spectre RMN H. Enfin, les

profils CLHP et RMN *H des 3 extraits bruts sont différents pour les trois lieux de collecte. Ces résultats



montrent donc que la composition chimique de I'extrait brut de I'espéce P. lucida présente une

variabilité géographique.

Plusieurs composés majoritaires sur le chromatogramme obtenu en CLHP-CAD et les variables
spectrales entre 0,7 et 2,6 ppm et entre 7,0 et 7,9 ppm sur le spectre RMN H caractérisent I'extrait
brut de P. salviifolia (Annexe IV. 6 - Tome Il - page 53). Par ailleurs, des taches de couleur rose et
violette ont été observées en CCM. Ces taches ainsi que les déplacements chimiques en proton entre
0,7 et 2,6 ppm suggerent la présence groupement caractéristique qui pourrait probablement
appartenir a des terpénoides ou des saponines dans I'extrait. Les déplacements chimiques en protons
entre 7,0 et 7,9 ppm observés laissent penser a la présence de groupement aromatiques tels que les
composés phénoliques. Ce résultat est en accord avec la littérature faisant mention de la présence de

flavonoides et stérols lors du criblage phytochimique de cette espéce (Andrianarison et al., 2015b).

lll. 1. 4. Criblage biologique des extraits bruts

Dans le cadre de ces travaux de théses, trois activités biologiques ont été évaluées sur les 9

extraits bruts étudiés.

Dans un premier temps, 'activité antipaludique des extraits végétaux a été évaluée sur le
parasite Plasmodium falciparum. Dans un second temps, I’activité anti-inflammatoire des extraits a
été évaluée in vitro sur les macrophages de souris. Enfin, le test de cytotoxicité a été mené sur les
cellules cancéreuses HEpG2, responsables du cancer de foie humain et sur les cellules HT 29,

responsables du cancer du c6lon.

lll. 1. 4. 1. Recherche d’activité antipaludique

Les tests d’activité antipaludique ont été réalisés par I'équipe du Professeur Michel FREDERICH au
Laboratoire de Pharmacognosie de I’Université de Liege, Belgique.

< Généralités

Le paludisme, appelé aussi malaria est une maladie infectieuse due a un parasite du genre
Plasmodium. Il est transmis a 'Homme par des piqlires de moustiques femelles de I'espece Anopheles
infectés, appelés « vecteurs du paludisme ». Il existe de trés nombreuses especes du genre
Plasmodium mais seulement cinq espéces infectent I'étre humain : P. malariae, P. vivax, P. ovale,

P. falciparum et P. knowlesi (Wéry & Paskoff, 1995).

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), parmi ces cing espéces du genre
Plasmodium, deux sont les plus dangereuses (P. falciparum et P. vivax). En 2018, P. falciparum a été a
I'origine de 99,7 % des cas estimés de paludisme dans la région africaine, de 50 % des cas dans la région

de I'Asie du Sud-Est, de 71 % dans la région de Méditerranée orientale et de 65 % dans la région du



Pacifique occidental. P. vivax, quant a lui, est le parasite prédominant dans la Région des Amériques,

ou il est a I'origine de 75 % des cas (https://www.who.int/fr/news-room/fact-sheets/detail/malaria).

Les premiers symptomes du paludisme se manifestent 10 a 15 jours apres la piqlire de
moustique infectante. Le patient souffre essentiellement de fievre, de frissons, de céphalées et de
douleurs musculaires, a I'image d’'un syndrome grippal. Souvent, des troubles digestifs (nausées,
vomissements, diarrhées) et une fatigue apparaissent simultanément. S’il n’est pas traité dans les 24
heures, le paludisme a P. falciparum peut évoluer vers une affection sévére. Le patient peut alors
souffrir de détresse respiratoire, de perte de conscience et d’insuffisance rénale. |l peut aussi présenter
des troubles neurologiques (troubles de la conscience, crises de convulsions, coma, ...), qui peuvent

entralner la mort ou laisser des séquelles durables, notamment chez les enfants (INSERM, 2020).

Selon le dernier rapport sur le paludisme, publié par 'OMS, 229 millions de cas de paludisme
ont été enregistrés dans le monde en 2019. Ce chiffre n’a pratiquement pas varié depuis quatre ans.
La maladie a fait 409 000 morts en 2019 et c’est la région africaine qui a supporté plus de 94 % de la
charge de morbidité totale. Les populations les plus exposées sont les femmes enceintes et les enfants
moins de 5 ans. En effet, en 2019, environ 11,6 millions de femmes enceintes vivant dans 33 pays

d’Afrique étaient infectées par le paludisme (35 % de toutes les grossesses) (OMS, 2020).

Actuellement, dans de nombreuses régions du monde, les parasites sont devenus résistants a
plusieurs médicaments antipaludiques. Or, la lutte contre le paludisme est une priorité mondiale.
L'OMS appelle donc la communauté mondiale de la santé a investir davantage dans la recherche-
développement de nouveaux outils et de nouvelles méthodes de lutte contre le paludisme. C’est

pourquoi la recherche perpétuelle de nouveaux antipaludiques est nécessaire.

7

+* Principe

L’activité antipaludique a été évaluée in vitro a travers la prolifération du parasite Plasmodium

falciparum (souche 3D7, sensible a la chloroquine) (Jansen et al., 2012).

/7

+* Résultats et discussion

Les résultats sont mentionnés dans la figure 36 indiquant la concentration des extraits bruts

inhibant 50 % de la croissance parasitaire (Clso).
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Figure 36 : Activité antipaludique des extraits bruts des especes du genre Psiadia de Madagascar :

concentrations inhibant 50 % de la croissance de Plasmodium falciparum.

L’évaluation de I'activité antipaludique d’un extrait se fait en s’appuyant sur un classement de

I'effet antiplasmodial présenté dans le tableau V suivant (Bero et al., 2009 ; Bero & Quetin-Leclercq,

2011).

Tableau V : Interprétation des résultats du test antipaludique.

Clso> 50 pg/mL

Non actif

15 < Clso < 50 pg/mL

Activité modérée

5 < Clso < 15 pg/mL

Actif

Clso < 5 pg/mL

Tres actif

Les résultats des tests antipaludiques sur le parasite Plasmodium falciparum ont mis en

évidence que la plupart des extraits bruts testés présentent une activité antipaludique modérée

affichant des Clspentre 17,08 et 42,16 pug/mL. Il s’agit de P. altissima, P. hispida, P. leucophylla, P. lucida

collectée a Angavokely et P. salviifolia.

L’extrait brut de P. lucida collectée a Andasibe est actif sur le parasite avec une Clsy égale a

10,33 pg/mL. Cette méme espéce mais collectée a Ankaratra est trés active avec une Clsp égale a 4,54

ug/mL.



L'espéce P. lucida manifeste une variation de I'activité antipaludique en fonction du lieu de
collecte. Ce résultat pourrait s’expliquer par la variabilité géographique de la composition chimique de

I'espéce.

L'espéce P. altissima, quant a elle, présente une activité antiplasmodiale similaire quel que soit
le lieu de collecte et la variété de I'espéce. Ce résultat est en accord avec ceux du profilage chimique

ayant présenté une similarité.

L’extrait brut le plus actif contre le parasite Plasmodium falciparum est

I’extrait brut de P. lucida collectée a Ankaratra (Clso = 4,54 pg/mL).

lll. 1. 4. 2. Recherche d’activité anti-inflammatoire

Les tests d’activité anti-inflammatoire ont été réalisés par I'équipe du Professeur Evelyne OLLIVIER
et du Maitre de Conférences Carole DI GIORGIO de I'Institut Méditerranéen de Biodiversité et d'Ecologie
marine et continentale (IMBE) de la Faculté de Pharmacie de I’Université d’Aix-Marseille, France.

% Généralités

L'inflammation ou la réaction inflammatoire est une réaction de défense immunitaire de
I’organisme qui se met en place suite a une menace, a une agression d’origine physique, chimique ou
biologique dans le but de maintenir son intégrité (Du et al., 2018 ; Geng et al., 2014). En effet, les
barriéres anatomiques et physiologiques a savoir la peau et les muqueuses protégent efficacement
I’organisme des agressions extérieures. Ces barriéres sont parfois franchies par des corps étrangers
suite a une blessure, une brilure, une attaque microbienne, virale ou fongique ou un
dysfonctionnement des cellules de I'organisme. L’organisme fait alors appel a des acteurs capables de
combattre I'ennemi. Les cellules de I'immunité qui sont en garde détectent automatiquement
I’envahisseur et une série des réactions biochimiques est déclenchée pour empécher I'agent agresseur

de se propager en lancant une réparation (Diallo, 2019).

L'inflammation est caractérisée essentiellement par une dilatation des vaisseaux sanguins
permettant la migration de cellules et de certaines molécules du sang vers les tissus ou |'agression a

été localisée, causant ainsi rougeur, chaleur, cedeme et douleur (Geng et al., 2014 ; Sanchez, 2006).
La réaction inflammatoire comprend trois étapes :

- La phase vasculaire : suite a la lésion des tissus et I'entrée de bactéries, les molécules,
médiateurs de l'inflammation (cytokines pro-inflammatoires, prostaglandines, I'oxyde

nitrique, leucotriénes, histamine...), stimulent des polynucléaires neutrophiles. Ces leucocytes



sanguins activés se fixent a I'endothélium vasculaire et pénetrent dans le tissu conjonctif

jusgu’au lieu de I'inflammation.

- La phase cellulaire : les polynucléaires neutrophiles et les macrophages phagocytent les

bactéries et les débris cellulaires, sur le lieu de I'inflammation.

- Laphase de cicatrisation : c’est |la phase de I'élimination du pathogéne, des neutrophiles morts
et des produits de la dégradation tissulaire. Les cellules fibroblastiques et endothéliales
forment un tissu conjonctivo-vasculaire aboutissant a la cicatrisation (Hajjaj, 2017 ; Techer,

2013).

L'inflammation et la douleur sont deux processus physiologiques intimement liés et impliqués
dans un grand nombre de maladies aigués ou chroniques. Le traitement actuel de I'inflammation fait
appel aux anti-inflammatoires stéroidiens (glucocorticoides) et non stéroidiens (aspirine). Cependant,
leur utilisation a long terme présente beaucoup d’effets indésirables (hypertension artérielle,
irritations digestives pouvant aller jusqu’aux ulceres gastriques, accidents cardiovasculaires...)
(Gorissen et al., 2012 ; Schetter et al., 2010 ; Strate et al., 2011). D’ou la nécessité de la recherche de
nouvelles molécules qui pourraient agir directement sur les médiateurs de I'inflammation et de la

douleur et ayant ainsi moins d’effets secondaires.

+»+ Principe

L'activité anti-inflammatoire des extraits bruts a été évaluée in vitro sur des macrophages de
souris immortalisés (lignée cellulaire RAW 264.7). Le principe est basé sur la capacité de ces
macrophages a générer une forte réponse inflammatoire, aprés les avoir stimulés par un composé pro-
inflammatoire, le lipopolysaccharide (LPS) de la paroi externe d’Escherichia coli. Cette réponse se
traduit par la libération d’oxyde nitrique (ON), un marqueur des réactions inflammatoires. La
concentration inhibant 50 % de la production de I'oxyde nitrique (notée Clso NO) a été mesurée (Figure

37) (Iskandar et al., 2018).

Toutefois, I'évaluation de la viabilité des cellules est nécessaire pour le calcul du ratio anti-
inflammatoire. Cette viabilité est basée sur la mesure de la réduction du réactif WST-1 par la succinate-
tétrazolium réductase mitochondriale en formazan de couleur rouge. Pour les deux tests, la
dexaméthasone a été le témoin positif. Le ratio anti-inflammatoire qui correspond au rapport entre la
concentration inhibitrice de la viabilité cellulaire sur la concentration inhibitrice de la production

d’oxyde nitrique dans le milieu de culture a été calculé (Figure 37) (Iskandar et al., 2018).
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Figure 37 : Activité anti-inflammatoire des extraits bruts des espéces du genre Psiadia de
Madagascar : concentrations inhibant 50 % de la production d’oxyde nitrique (haut) et ratio anti-
inflammatoire (bas).

L'évaluation de I'activité anti-inflammatoire des extraits bruts s’établit en s’appuyant sur un
classement de |'effet anti-inflammatoire présenté dans le tableau VI suivant (Bero et al., 2009 ; Bero

& Quetin-Leclercq, 2011) et la valeur du ratio anti-inflammatoire.

Tableau VI : Interprétation des résultats du test anti-inflammatoire.

Clso> 50 pg/mL Non actif
15 < Clso < 50 pg/mL Activité modérée
Clso < 15 pg/mL Actif

Les résultats des tests anti-inflammatoires montrent que les 9 extraits bruts présentent une

forte activité anti-inflammatoire avec des Clsp NO variant de 0,04 a 5,74 ug/mL. Lorsqu’on regarde
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I’histogramme des ratios anti-inflammatoires, I’extrait brut de Psiadia altissima var. altissima collectée
a Moramanga se démarque des autres extraits par une valeur tres élevée de ce ratio (>588). Cela se
traduit par la non-toxicité de cet échantillon sur les cellules mitochondriales. Ces résultats pourraient

justifier également I'utilisation traditionnelle de I'espéece pour traiter les infections ou les plaies.

L’extrait brut qui présente a la fois une forte activité anti-inflammatoire et

collectée a Moramanga (Clsp NO = 0,17 pg/mL, ratio >588).

P. altissima var.
altissima (Moramanga)

une absence de cytotoxicité est |'extrait de P. altissima var. altissima i

lll. 1. 4. 3. Recherche d’activité cytotoxique

Les tests de cytotoxicité ont été réalisés par I'équipe du Professeur Evelyne OLLIVIER et du Maitre
de Conférences Carole DIORGIO de [lInstitut Méditerranéen de Biodiversité et d'Ecologie marine et
continentale (IMBE) de la Faculté de pharmacie de I’'Université d’Aix-Marseille, France.

+* Généralités

Le cancer est un terme générique appliqué a un grand groupe de maladies pouvant toucher
une partie quelconque de l'organisme. L'une des caractéristiques définissant le cancer est la
prolifération des cellules anormales au sein d'un tissu de |'organisme. Lorsque ces cellules cancéreuses

atteignent d'autres parties du corps pour créer une nouvelle tumeur, on parle de "métastase".

Le cancer n’est jamais le résultat d’un événement unique, plusieurs facteurs se combinent pour

provoquer la transformation des cellules. Ces facteurs peuvent étre :

- infectieuses par contamination des virus (le papillomavirus humain est souvent un facteur du

cancer du col de I'utérus), des bactéries ou des parasites,

- internes, résultant d’'une évolution normale mais qui fragilise les cellules, associés de maniére

large au vieillissement,

- externes, provoqués par des substances extérieures a I'organisme telles que le tabac, I’alcool,

la pollution environnementale, I'alimentation, les rayonnements UV (Hombourger, 2017).

Toutes les tumeurs ne sont pas toujours cancéreuses. Il existe ainsi deux types de tumeurs
selon la masse de cellules cancéreuses ou non. Une tumeur bénigne, se caractérise par des cellules
gardant les propriétés des tissus normaux, ces cellules sont également incapables d’envahir le tissu.
Une tumeur maligne, en revanche, se caractérise par des cellules de taille, de forme, de structure
n’ayant plus rien a voir avec le tissu d’origine. Elles sont également capables de migrer vers d’autres

organes (Autard, 2017).



Selon le type de tissu atteint, on distingue trois catégories de cancer : les carcinomes qui sont
des cancers de cellules épithéliales (cancers de sein, poumon, foie, prostate), les sarcomes qui sont
des cancers de tissus conjonctifs ou de cellules musculaires (cancers des os, c6lon) et les leucémies qui

impliquent les cellules hématopoiétiques (cancer de la moelle osseuse) (Hontaas, 2014).

Le cancer est un vrai probleme de santé publique. En effet, le cancer est aujourd’hui la
deuxieme cause de mortalité aprés les maladies cardiovasculaires dans les pays développés. En 2020,
selon I'OMS, le nombre total de nouveaux cas de cancer est estimé a 19,3 millions (Figure 38) et le
nombre de déces s’est élevé a 10 millions dans le monde. Méme si ce taux de mortalité tend a la
diminution, la mortalité par cancer reste toujours supérieure a celle du SIDA, de la tuberculose et du

paludisme réunis (https://gco.iarc.fr/).
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Figure 38 : Répartition estimative des nombres de cas de cancer dans le monde en 2020.
(http://gco.iarc.fr)

Plusieurs molécules anticancéreuses provenant des plantes médicinales ont été développées
depuis plusieurs années. Citons comme exemple la vinblastine et la vincristine de Catharantus roseus,
le paclitaxel (Taxol) de Taxus brevifolia et la podophylotonine du Podophyllum peltatum (Fan, 1999 ;
Mukherjee et al., 2001 ; Reddy et al., 2003). Plusieurs types de traitement ont également été proposés
aux patients atteints de cancer (chimiothérapie, immunothérapie, radiothérapie, hormonothérapie ou
thérapies ciblées). Cependant, ces molécules et ces traitements présentent des effets indésirables,
parfois tres séveres. La recherche de nouvelles molécules anticancéreuses ayant une activité similaire
voire méme supérieure, avec moins d’effets secondaires indésirables constitue donc toujours une
nécéssité.

La cytotoxicité, ciblant le rétablissement de la mort des cellules cancéreuses, reste un moyen

de découverte de ces nouvelles molécules, méme s’il s’agit de résultats préliminaires.

«* Principe

La cytotoxicité des extraits bruts a été évaluée sur les cellules cancéreuses HEpG2,

responsables du cancer du foie humain et sur les cellules HT 29, responsables du cancer du célon


https://gco.iarc.fr/
http://gco.iarc.fr/

(Hosry et al., 2014). Les concentrations des extraits bruts qui inhibent 50 % de la prolifération de ces

cellules cancéreuses ont été mesurées.

‘0

*  Résultats et discussion

Les résultats des tests de cytotoxicité des extraits bruts de Psiadia de Madagascar sont

dans la figure 39.
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Figure 39 : Activité cytotoxique des extraits bruts des espéces du genre Psiadia de Madagascar :

concentrations inhibant 50 % de la croissance des cellules cancéreuses HepG2 et HT 29.

Les résultats des tests cytotoxiques ont été interprétés selon le classement de

|'effet

anticancéreux présenté dans le tableau VII suivant (Bero et al., 2009 ; Bero & Quetin-Leclercq, 2011).

Tableau VII : Interprétation des résultats du test cytotoxique.

Clso> 50 pg/mL Non actif

15 < Clso < 50 pg/mL Activité modérée
5 < Clso < 15 pg/mL Actif

Clso < 5 ug/mL Trés actif

Les résultats des tests de cytotoxicité ont mis en évidence 7 extraits bruts présenta

nt une

activité cytotoxique sur HepG2 et 8 extraits bruts présentant une activité cytotoxique sur HT 29.



L’extrait brut de P. lucida collectée a Ankaratra est tres actif sur les deux cibles avec des Clsg

respectives de 0,06 et 0,05 pg/mL.

Deux extraits sont actifs sur les deux cibles. Il s’agit des extraits bruts de P. altissima var.
stenophylla (Clsp = 8,59 et 12,69 ug/mL respectivement) et de P. salviifolia (Clso = 12,69 et 9,65 ug/mL

respectivement).

Les extraits bruts de P. altissima var. altissima collectée a Ambositra, P. lucida collectée a
Angavokely et a Andasibe, P. hispida et P. leucophylla, sont modérément actifs avec des Clsovariant de

15,64 3 39,14 ug/mL.

L’extrait brut de P. altissima var. altissima collectée a Moramanga est inactif contre les cellules

cancéreuses HepG2 et HT 29.

P. lucida et P. altissima var. altissima manifestent une variation de I'activité cytotoxique en
fonction du lieu de collecte. Les résultats pour I'espéce P. lucida sont en accord avec ceux du profilage
chimique qui a révélé une variabilité géographique. Cependant, pour I'espece P. altissima var.
altissima, comme les profils chimiques sont similaires, les composés responsables de cette cytotoxicité

pourraient étre des composés minoritaires de I'extrait brut.

L'extrait brut le plus actif contre les cellules cancéreuses HepG2 et HT 29 est
I’extrait brut de P. lucida collectée a Ankaratra (Clso respectives 0,06 et

0,05 pg/mL).

P. lucida (Ankaratra)

Ill. 1. 5. Conclusion

Le criblage chimique des cing espéces du genre Psiadia endémiques de Madagascar a mis en

évidence :

- Une richesse en métabolites secondaires pour toutes les especes étudiées (P. altissima, P.

hispida, P. leucophylla, P. lucida et P. salviifolia).

- Une similarité de la composition chimique de I'espéce P. altissima quel que soit le lieu de

collecte et la variété.
- Une variabilité géographique de la composition chimique de I'espéece P. lucida.

Le criblage biologique de ces mémes espéces a révélé un potentiel antipaludique, anti-

inflammatoire et cytotoxique pour I'ensemble des extraits. Toutefois parmi les 9 spécimens étudiés :

- Deux spécimens (P. lucida collectée a Andasibe et a Ankaratra), présentent une forte activité

antipaludique ;



- Neuf manifestent une forte activité anti-inflammatoire, cependant un seul extrait se démarque
par une faible toxicité sur les cellules mitochondriales : P. altissima var. altissima collectée a

Moramanga ;

- Trois (P. altissima var. stenophylla, P. lucida collectée a Ankaratra et P. salviifolia) présentent

une cytotoxicité sur les lignées cellulaires cancéreuses HepG2 et HT 29.

La combinaison des criblages chimiques et biologiques nous a conduit a sélectionner I'espéce
P. lucida pour la poursuite des études phytochimiques avec pour objectif I'isolement de principes
actifs. La raison en est que d’une part, cette espéce s’est montrée active envers les différentes cibles
biologiques et d’autre part, elle n’a jamais fait I'objet d’une étude phytochimique approfondie en vue

de la caractérisation des molécules bioactives.

Il est a noter toutefois que I'étude phytochimique de P. altissima var. altissima collectée a
Moramanga n’est pas dénuée d’intérét, son étude phytochimique pourra étre envisagée

ultérieurement.
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Chapitre 2. Etude phytochimique de Psiadia lucida

Les criblages chimique et biologique effectués sur cing espéces du genre Psiadia endémiques
de Madagascar ont permis de sélectionner 'espéce P. lucida pour une étude approfondie. En effet,
I’extrait brut de cette espéce collectée a Ankaratra a révélé une activité antipaludique (Clso = 4,54
ug/mL), anti-inflammatoire (Clsp = 0,04 pg/mL) et une cytotoxicité sur les lignées cellulaires
cancéreuses HepG2 (Clso = 0,06 pg/mL) et HT 29 (Clso = 0,05 pg/mL). L’étude phytochimique de cette
espéce sera donc décrite dans ce chapitre. Pour rappel, les détails de la collecte et de I'extraction de
ce végétal sont respectivement présentés dans le Tableau | - Annexe | - Tome |l - page 4 et dans le

Tableau IV - Tome | - page 88. Cette extraction a abouti a un rendement de 7,9 %.

lll. 2. 1. Fractionnement et isolement des métabolites spécialisés

Le fractionnement et I'isolement des métabolites spécialisés de P. lucida ont été réalisés au
moyen de plusieurs techniques, a savoir I'extraction liquide-liquide, la Chromatographie Liquide

Moyenne Pression (CLMP) et la Chromatographie Liquide a Haute Performance (CLHP).

Les diverses étapes du fractionnement ont été suivies au moyen de la CLHP couplée a un
détecteur a barrettes de photodiodes (DAD) et un détecteur d’aérosol chargé (CAD) ou un détecteur

évaporatif a diffusion de lumiére (ELSD) et/ou par CCM.

lll. 2. 1. 1. Fractionnement de I'extrait brut par extraction liquide-liquide

Six grammes de |’extrait brut AcOEt ont été fractionnés par extraction liquide-liquide au moyen
d’isohexane et de méthanol non miscibles. L'opération a été réalisée 6 fois puis les fractions iso-
hexaniques ont été rassemblées (m = 3,1 g) ; de méme, pour les fractions méthanoliques (m = 2,7 g).
L’extrait brut, les fractions iso-hexanique et méthanolique ont ensuite été soumis a un criblage

chimique et biologique.

O Criblage chimique par CLHP

L’extrait brut et les fractions obtenues ont été analysés par CLHP sur une colonne en phase

inverse couplée a un détecteur DAD et un détecteur CAD (Figure 40).
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Figure 40 : Profils CLHP-CAD de I'extrait brut AcOEt et des deux fractions iso-hexanique et
méthanolique de P. lucida.

Colonne : Gemini C18, 150 x 4,6 mm Eluants : H,0+0,1% AF/ACN+0,1% AF
Gradient : 80:20a10:90 (45 min), 10:90a 0: 100 (15 min), 0 : 100 (10 min) Débit : 0,7 mL/min

L'analyse comparative des profils chromatographiques montre que les deux fractions
présentent des profils chimiques quelque peu différents. Cependant, la majorité des composés
prédominants de I'extrait brut est concentrée dans la fraction méthanolique, a savoir les composés

ayant un temps de rétention entre 10 et 32 minutes.

O Criblage biologique

Les tests d’activité anti-inflammatoire et cytotoxique ont été réalisés par I'équipe du Professeur
Evelyne OLLIVIER et du Maitre de Conférences Carole DI GIORGIO de I’Institut Méditerranéen de Biodiversité
et d'Ecologie marine et continentale (IMBE) de la Faculté de Pharmacie de I’Université d’Aix-Marseille,
France.

L'activité de I'extrait brut et de ses fractions iso-hexanique et méthanolique a été évaluée sur

différentes cibles biologiques afin d’identifier les fractions bioactives.

= Activité anti-inflammatoire

K/

%  Principe

L'activité anti-inflammatoire de I'extrait brut et des deux fractions a été évaluée in vitro sur
des macrophages de sourisimmortalisés (lignée cellulaire RAW 264.7) en déterminant la concentration

inhibant 50 % de la production d’oxyde nitrique. Une évaluation de la viabilité des cellules a été



effectuée en parallele pour valider I'activité. Le ratio anti-inflammatoire, rapport entre la
concentration inhibitrice de la viabilité cellulaire et la concentration inhibitrice de la production

d’oxyde nitrique, a également été calculé (Iskandar et al., 2018).

R/

<+ Résultats et discussion

Les résultats des tests anti-inflammatoires sont exposés dans la figure 41 suivante.
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Figure 41 : Activité anti-inflammatoire de I'extrait brut AcOEt et des fractions iso-hexanique et
méthanolique de P. lucida.

L’évaluation de I'activité anti-inflammatoire a été effectuée en s’appuyant sur un classement

présenté dans le tableau VIl (Bero et al., 2009 ; Bero & Quetin-Leclercq, 2011).

Tableau VIII : Interprétation des résultats des tests anti-inflammatoires.

Clso> 50 pg/mL Non actif
15 < Clso < 50 pg/mL Activité modérée
Clso < 15 pg/mL Actif

L’extrait brut et les fractions iso-hexanique et méthanolique de P. lucida affichent une bonne
activité inhibitrice de la production d’oxyde nitrique avec des Clso allant de 0,04 a 0,07 pg/mL. Les

valeurs du ratio anti-inflammatoire indiquent que I'extrait brut se révele étre toxique pour les cellules



Raw alors que les fractions ne le sont pas. Cela pourrait s’expliquer par des phénomeénes de synergie

entre les différents constituants de |’extrait.

= Activité cytotoxique

%+ Principe

L'activité cytotoxique de I'extrait brut et des fractions a été évaluée in vitro sur les lignées
cellulaires cancéreuses HEpG2, responsables du cancer du foie humain et sur les cellules HT 29,
responsables du cancer du cbélon en déterminant la concentration de I'échantillon a laquelle 50 % de

la prolifération cellulaire est inhibée (Hosry et al., 2014).

<+ Résultats et discussion
Les résultats des tests cytotoxiques sont exposés dans la figure 42 suivante.
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Figure 42 : Activité cytotoxique de I'extrait brut AcOEt et des fractions iso-hexanique et
méthanolique de P. lucida.

L’évaluation de la cytotoxicité a été effectuée en s’appuyant sur un classement présenté dans

le tableau IX (Bero et al., 2009 ; Bero & Quetin-Leclercq, 2011).

Tableau IX : Interprétation des résultats des tests cytotoxiques.

Clso> 50 pg/mL Non actif

15 < Clso < 50 pg/mL Activité modérée
5 < Clso < 15 pg/mL Actif

Clso < 5 pug/mL Tres actif

Selon ces classements, I'extrait brut et la fraction méthanolique manifestent une activité
cytotoxique sur les deux cibles HepG2 et HT 29 avec des Clspallant de 0,05 a 8,26 pug/mL. Les composés

responsables de la cytotoxicité de I'extrait brut se retrouvent donc dans la fraction méthanolique.



U Sélection des fractions a travailler pour la suite du fractionnement

A l'issue des résultats des criblages chimique et biologique, seule la fraction méthanolique,
ayant un profil chromatographique plus riche et présentant a la fois une activité anti-inflammatoire et
une cytotoxicité, a été sélectionnée pour les étapes de fractionnements et de purification des principes

actifs.

lll. 2. 1. 2. Purification de la fraction méthanolique

L'isolement des métabolites spécialisés a partir de la fraction méthanolique décrit ci-aprés est

illustré dans la figure 44 donnée au paragraphe Il. 2. 1. 4. - page 111.

800 mg de la fraction méthanolique ont d’abord été fractionnés par CLMP sur une colonne de
silice en phase inverse éluée au moyen d'un gradient de solvant de polarité décroissante
eau/acétonitrile. L'opération a été effectuée 2 fois avec une masse de 400 mg. Deux fractions F1 (345,6

mg) et F2 (249,2 mg) ont été obtenues a I'issue de ce fractionnement.

La fraction méthanolique et les deux fractions F1 et F2 ont été analysées par CLHP-DAD-CAD

éluée au moyen d’un gradient acétonitrile/eau (Figure 43).
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Figure 43 : Profils CLHP-CAD de la fraction méthanolique de P. lucida et des fractions F1 et F2
obtenues par CLMP.

Colonne : Gemini C18, 150 x 4,6 mm  Eluants : H,0+0,1% AF/ACN+0,1% AF
Gradient : 80:20a10:90 (45 min), 10:90a 0: 100 (15 min), 0 : 100 (10 min) Débit : 0,7 mL/min

Les profils chromatographiques obtenus montrent que :

» Lafraction F1 concentre les composés majoritaires de la fraction méthanolique.



» La fraction F2 est composée majoritairement des métabolites trés apolaires qui pourraient

étre des acides gras.

En conséquence, seule la fraction F1 a été sélectionnée pour la suite des travaux d’isolement

des métabolites spécialisés.

ll. 2. 1. 3. Purification de la fraction F1

275 mg de la fraction F1 ont été soumis a un fractionnement par CLHP semi-préparative sur
une colonne en phase inverse éluée au moyen d’un gradient eau + 0,1 % d’acide formique/MeOH +
0,1 % d’acide formique. Ce fractionnement a permis I'obtention de 4 composés purs. Il s’agit de PLU 1
(3,8 mg), PLU 7 (4,5 mg), PLU 8 (12,9 mg) et PLU 9 (4,0 mg). Les fractions F1.1, F1.2, F1.3 et F1.4,

contenant majoritairement les composés PLU 2 a PLU 6, ont ensuite été retravaillées.

Les fractions F1.1 (7,8 mg), F1.2 (6,6 mg), F1.3 (8,3 mg) et F1.4 (9,9 mg) ont été chacune
soumises a un fractionnement par CLHP analytique sur une colonne en phase inverse éluée par un
gradient eau + 0,1 % d’acide formique/acétonitrile + 0,1 % d’acide formique. Le contrdle de pureté de

ces métabolites a été ensuite réalisé par une analyse CLHP-DAD-CAD.
A partir de la fraction F1.1, le composé PLU 2 (3,1 mg) a été obtenu pur.

A partir de la fraction F1.2, deux composés purs ont été isolés. Il s’agit de PLU 3 (2,0 mg) et
PLU 4 (2,6 mg). Les mémes composés ont été obtenus a partir de la fraction F1.3 a hauteur de 0,4 et

3,5 mg respectivement pour PLU 3 et PLU 4.

A partir de la fraction F1.4, deux composés notés PLU 5 (4,5 mg) et PLU 6 (4,0 mg) ont été

isolés.

lll. 2. 1. 4. Syntheése du fractionnement de P. lucida

Le fractionnement de I'extrait brut de P. lucida collectée a Ankaratra a conduit a I'isolement
de 9 métabolites purs, notés PLU 1 a PLU 9. Les étapes de purification sont synthétisées dans la figure
44 ci-apreés. Le profil CLHP-CAD de I'extrait brut avec I'annotation de ces 9 métabolites est présenté

dans la Figure 65 - Annexe V. 10. - Tome Il - page 98.



Extrait brut

(6,08)

Extraction liquide-liquide
(Isohexane/MeOH)

Fraction iso-hexanique Fraction MeOH
(31g) (27g)

| F.MeOH - 800 mg
CLMP en phase inverse

F1 F2
(345,6 mg) (249,2 mg)

| F1-275mg
CLHP semi-prép.

I I I I
F1.1 F1.2 F1.3 F1.4
(7,8 mg) (6,6 mg) (8,3 mg) (9,9 mg)

- FL2-66mg | 13 g3mg
CLHP semi-prép. s, | — FL4-99mg
F1.1-7,8mg CLHP semi-prép. CLHP semi-prép.
CLHP semi-prép.
‘, ---------- \ ‘, ---------- \ A ‘, ---------- N “I
] PLU 1 E [ PLU 2 E ' PLU3 | PLU 7 E E PLU9
i (38mg) ! 1 (31mg) ! i (24mg) i (45mg) i (40mg)
\ py T py L . AR ’
_____________________
s R ]
! PLUGE : ! PLE
| (40mg) | 1 (129mg) !
| ] \ )

PLU X : Composés nouveaux isolés de P. lucida

Figure 44 : Fractionnement de |'extrait brut de P. lucida pour I'isolement des métabolites
PLU1aPLU9.

Il. 2.2. Elucidation structurale des métabolites spécialisés isolés

L’identification des composés isolés a été réalisée au Spectropole d’Aix-Marseille Université durant
un séjour de recherche sous la direction du Docteur Gaétan HERBETTE.

L’élucidation structurale des métabolites isolés a été réalisée au moyen de diverses techniques

analytiques :
- la polarimétrie (pouvoir rotatoire),
- linfrarouge (IRTF),
- la spectrométrie de masse haute résolution (SMHR),

- la résonance magnétique nucléaire (RMN) monodimensionnelle (*H, 3C), bidimensionnelle
homonucléaire (*H-'H COSY, 'H-'H NOESY) et hétéronucléaire (*H-'3C HSQC et H-13C
HMBC).

L’ensemble de ces techniques a permis I'élucidation structurale de :



- 3 composés mentionnés dans la littérature,

- 6 composés de structure nouvelle.

Les déplacements chimiques des atomes de carbone ont été déterminés dans la majorité des
cas a partir des spectres H-3C HSQC et *H-3C HMBC en raison de la faible quantité de matiére
disponible. Les données analytiques des 9 composés figurent en Annexe V - Tome Il - page 55-97. Leur

élucidation structurale est détaillée ci-apres.

lll. 2. 2. 1. Métabolites spécialisés connus

Les 3 métabolites spécialisés mentionnés dans la littérature appartiennent pour le premier a
la famille des alcools, le second a celle des acides hydroxycinnamiques et le troisieme a des

polyacétylenes (Figure 45). L’élucidation structurale de ces composés est détaillée ci-apres.

K Glycérol (PLU 1)

3(R),8(S)-déhydrofalcarindiol (PLU 9)

Figure 45 : Métabolites spécialisés connus isolés de P. lucida.

= Elucidation structurale du métabolite PLU 1

Les données spectrales du métabolite PLU 1 sont présentées en Annexe V. 1. - Tome Il - pages

56-58.

Le composé PLU 1 a été isolé sous la forme d’une pate marron. Sa formule moléculaire CsHsO3
a été déterminée par SMHR en mode ESI" a partir de I'ion pseudomoléculaire [M+Na-2H] a m/z

112,9793 (valeur calculée : m/z 113,0220), indiquant une absence d’insaturation.



Le spectre RMN *H de PLU 1 présente deux signaux a 814 3,51 (H-3) et & 814 3,59 (H-1) sous
forme d’un doublet de doublet correspondant a deux groupements méthylénes équivalents et un

signal a 614 3,59 (H-2) sous forme d’un triplet correspondant a un groupement méthine.

Le spectre RMN 3C montre la présence de deux sighaux a 813¢c 65,4 correspondant aux deux

atomes de carbone équivalents C-1 et C-3 et a 613¢ 73,3 correspondant au carbone C-2.

Ces déplacements chimiques *H et 3C sont caractéristiques d’un déblindage d{ a la présence

d’un atome d’oxygéne en position alpha.

L'ensemble des données spectrales (Tableau XI - Annexe V. 1. - Tome Il - page 56) montre que

la structure correspond au glycérol et elles sont en accord avec la littérature (Lu et al., 2018).

OH

Ho A< on

1 3

Glycérol (PLU 1)

Le glycérol a été isolé pour la premiere fois en 1778 par Carl Wilhelm Scheele lors de la
saponification de I'huile d’olive Olea europaea (Oleaceae) (Beatriz et al., 2011). Ce composé a
également été retrouvé dans plusieurs plantes telles que le mais Zea mays (Poaceae) ; le pois cultivé
Pisum sativum (Fabaceae), I'orge Hordeum vulgare (Poaceae) et le colza Brassica napus (Brassicaceae)
(Gerber et al., 1988).

] Elucidation structurale du métabolite PLU 2

Les données spectrales du métabolite PLU 2 sont présentées en Annexe V. 2. - Tome Il - pages
59-63.

Le composé PLU 2 a été isolé sous forme de cristaux jaunes. Sa formule moléculaire CzsH24013
a été obtenue a partir de son spectre SMHR en mode ESI" qui a révélé un ion pseudomoléculaire [M-
H]"a m/z515,0919 (valeur calculée : m/z 515,1195). Le nombre d’insaturations calculé a partir de cette

formule brute est de 14.

Le spectre RMN *H a mis en évidence des signaux correspondant a 6 protons aromatiques H-
2’ et H-2"" (614 7,06), H-5’ et H-5"" (611 6,78), H-6" et H-6" (611 6,96), a quatre groupements éthyléniques
en7 et7” (6147,58),en 8 (6116,31) et en 8” (611 6,28), a deux groupements méthylénes en 2 (614 2,40
et 2,50) et 6 (6114 2,05 et 2,59) et a trois groupements méthines en 3 (611 4,28), en 4 (614 3,77) eten 5
(611 5,40).

Le spectre RMN 3C montre la présence de 16 atomes de carbone aromatiques et éthyléniques

(613¢ 115,2-149,6), d’un carbone d’une fonction acide C-7 (813¢c 175,8), de deux carbones d’une fonction



ester C-9” (613c 168,2) et C-9” (613c 168,8), de six carbones d’un cycle a 6 a savoir C-1 (613c 81,7), C-2
(813¢ 35,9), C-3 (613¢ 69,8), C-4 (613c 73,2), C-5 (613c 71,6), C-6 (613c 37,3).

L’ensemble des corrélations homonucléaires *H-H COSY et hétéronucléaires *H-3C HSQC et
HMBC ont permis d’identifier le composé PLU 2 comme étant I'acide 1,5-di-O-caféoylquinique ou la
Sinarine. Les données RMN H et 3C de PLU 2 (Tableau XII - Annexe V. 2. - Tome Il - page 60) sont en

accord avec celles de la littérature (Huan-yu et al., 2014).

Acide 1,5-di-O-caféoylquinique (PLU 2)

L'acide 1,5-di-O-caféoylquinique a été isolé pour la premiére fois des feuilles de Cynara
scolymus (Asteraceae) (Panizzi & Scarpati, 1954). Il a également été isolé dans les feuilles de Lonicera
japonica (Caprifoliaceae) (Ma et al., 2009), la plante entiére de Foeniculum vulgare (Apiaceae) (Parejo
et al., 2004) et les racines de Dorema ammoniacum (Apiaceae) (Etemadi-Tajbakhsh et al., 2020). Il est
abondant dans plusieurs espéeces de la famille des Asteraceae, notamment les fleurs d’Inula montana
(Garayev et al., 2018), les feuilles de Cynara cardunculus (Slanina et al., 1999), les fleurs d’Helichrysum

italicum (Zapesochnaya et al., 1992) et les fleurs d’Artemisia vulgaris (Carnat et al., 2000).

] Elucidation structurale du métabolite PLU 9

Les données spectrales du métabolite PLU 9 sont présentées en Annexe V. 9. - Tome Il - pages

94-97.

Le composé PLU 9 a été obtenu sous forme de poudre marron. Sa formule moléculaire C17H,20;
a été attribuée sur la base des données de SMHR en mode ESI* révélant un ion [M-H,O+H]* a m/z

241,1591 (valeur calculée : m/z 241,1587). Le nombre d’insaturations déduit s’éléve a 7.

Le spectre RMN *H du composé PLU 9 révéle la présence de 4 protons du groupe méthylidéne
H-1(6115,19 ; 5,40) et H-17 (614 4,92 ; 4,99), 4 protons éthyléniques H-2 (6145,91), H-9 (6145,47), H-10
(611 5,55) et H-16 (614 5,82), 2 protons oxyméthines H-3 (611 4,88) et H-8 (611 5,16) et des 5 groupes
méthylenes a 6141,41 - 2,12.

A partir des spectres RMN 3C et 'H-13C HSQC, 17 carbones ont été observés : 4 atomes de

carbone quaternaires C-4 (613¢79,7), C-5 (613¢70,1), C-6 (613c68,7) et C-7 (613c¢81,0) caractéristiques de



deux triples liaisons conjuguées, 2 atomes de carbone du groupe méthylidene C-1 (613¢116,7) et C-17
(613c 114,8), 4 carbones éthyléniques C-2 (613c 138,0), C-9 (613¢ 129,8), C-10 (613c 134,0) et C-16 (613c
140,0), 5 groupements méthylénes C-11 a C-15 (813¢ 28,5 - 34,8) et deux carbones liés a un atome
d’oxygene C-3 (613¢63,8) et C-8 (613¢58,8).

L'ensemble des données spectrales RMN 1D et 2D a conduit a I'élucidation structurale de PLU

9 comme étant le déhydrofalcarindiol.

Il est a noter que la stéréochimie de PLU 9 n’a pas été déterminée lors de notre étude.
Toutefois, plusieurs auteurs ont caractérisé la configuration absolue des atomes de carbone
asymétriques de cette méme molécule au moyen de la méthode de Mosher (Dale & Mosher, 1973).
Cette méthode consiste a esterifier dans un premier temps les deux fonctions hydroxyles en 3 et en 8
avec le R-MTPA (acide a-méthoxy-a-trifluorométhylphénylacétique) et avec son énantiomeére le S-
MTPA. Les valeurs des déplacements chimiques des molécules ainsi estérifiées, soit avec le R-MTPA,
soit avec le S-MTPA, ont été par la suite comparées. Les résultats ont été interprétés selon le modéle
adapté par Ohtani et ses collaborateurs (Ohtani et al., 1991) pour laquelle une valeur positive de
ASRS= (8 - 8s) indique une stéréochimie R alors qu’une valeur négative correspond a une stéréochimie
S. Un exemple de détermination de la chiralité d’'une molécule en présence d’agent chiral de

dérivatisation tel que le sel de Mosher est présenté en Annexe XI - Tome Il - page 228.

Les travaux antérieurs (Bernart et al., 1996 ; Jiang et al., 2019 ; Stavri et al., 2005) ont tous
rapporté des valeurs positives lorque le calcul est appliqué aux déplacements chimiques des protons
H-1 et H-2 et des protons H-9 et H-10. Ce qui conduit a une stéréochimie 3(R)-8(R). L'analyse de ces
résultats ainsi que la comparaison des données des analyses RMN H et 13C de PLU 9 a celle de I'isomére
3(R),8(R)-déhydrofalcarindiol, décrit dans la littérature (Stavri et al., 2005) (Tableau XIX - Annexe V. 9.

- Tome Il - page 94) ont permis d’en déduire qu’il s’agit probablement de cet isomére.

2 9 10 12 14 16

3(R),8(R)-déhydrofalcarindiol (PLU 9)

Le 3(R),8(R)-déhydrofalcarindiol a été isolé pour la premiere fois des racines de Bidens
leucantha (Asteraceae) (Bohlmann et al., 1962). Sa présence n’a été signalée que dans trois familles, a
savoir les Asteraceae, les Araliaceae et les Apiaceae ol il a été isolé dans plusieurs espéces telles que
les parties aériennes d’Artemisia campestris (Asteraceae) (De Pascual et al., 1983), les racines de
Levisticum officinale (Apiaceae) (Schinkovitz et al., 2008), les racines d’Aralia cordata (Araliaceae)
(Dang et al., 2005) et les racines de Dendropanax arboreus (Araliaceae) (Bernart et al., 1996). Cette

molécule est signalée pour la premiéere fois pour le genre Psiadia.



Ill. 2. 2. 2. Métabolites spécialisés nouveaux

L’élucidation structurale des 6 composés nouveaux est détaillée ci-apres.

] Elucidation structurale du métabolite PLU 3

Les données spectrales du métabolite PLU 3 sont présentées en Annexe V. 3. - Tome Il - pages

64-68.

Le composé PLU 3 a été obtenu sous forme d'une poudre marron orangé. Sa formule
moléculaire C17H2,03 a été déduite a partir de son spectre SMHR en mode ESI* indiquant la présence
d’un ion [M+Na]*a m/z 297,1459 (valeur calculée : m/z 297,1461). Le composé PLU 3 posséde ainsi 7
insaturations. La présence d’un ion [M-H,0+H]* a m/z 257,1536 et 'abondance d’un ion [M-2H,0+H]*
a m/z 239,1430, correspondant a une perte successive de deux molécules d’eau, indique, par ailleurs,

la présence de groupement hydroxyle sur la molécule.

L’analyse du spectre IRTF du composé PLU 3 a montré des bandes d’absorptions maximales a
3354,47 cm® (0O-H); 3073,36 cm™ (CH sp?); 2931,00 cm™ (CH, asymétrique) ; 2857,54 cm™ (CH»
symétrique) ; 1593,08 cm™ (C=C) ; 1356,83 cm™ (O-H déformation dans le plan) ; 1220,12 cm™(C-C) et
1033,45 cm™ (C-0).

Le composé PLU 3 présente des spectres RMN 'H et 13C similaires & ceux du composé PLU 9
identifié précédemment (Tableau XIll - Annexe V. 3. - Tome Il - page 65). Il s’agit donc d’un
polyacétylene aliphatique a 17 atomes de carbone de type falcarinol. Comme pour PLU 9, les
déplacements chimiques en 3 et en 8 indiquent que les carbones C-3 et C-8 sont liés chacun a un
groupe hydroxy. En revanche, les données spectrales de PLU 3 indiquent la présence d’un groupe

hydroxy supplémentaire en C-12.

Les corrélations homonucléaires H-'H COSY et hétéronucléaires *H-3C HSQC et HMBC,
décrites ci-aprés, ont permis de reconstituer le squelette de PLU 3 et de confirmer les premiéres

hypotheses de structure.

Le spectre *H-'H COSY montre une corrélation entre les deux protons géminaux H-1 (8:145,19 et
5,40) et le proton oléfinique H-2 (611 5,91). Ce dernier, a son tour, corréle avec le proton H-3 (614 4,88).
Cette structure est également confirmée par les corrélations *H-3C HMBC entre les protons H-1 et les

carbones C-2 (813c 138,0) et C-3 (813¢c 63,8) et entre le proton H-2 et le carbone C-3 (Figure 46).
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Figure 46 : Corrélations COSY et HMBC clés du premier groupe méthylidene du composé PLU 3.



Les corrélations *H-3C HMBC entre le proton H-3 (514 4,88) et les carbones C-4 (513c 79,8) et C-
5 (613c 70,1) et entre le proton H-8 (814 5,16) et les carbones C-6 (613c 68,9) et C-7 (613c 80,9)

caractérisent deux triples liaisons conjuguées qui sont liées a C-3 (Figure 47).
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Figure 47 : Corrélations HMBC clés du motif lié a C-3 du composé PLU 3.

Sur le spectre *H-'H COSY, le proton H-8 corréle avec le proton oléfinique H-9 (614 5,58). Ce
dernier est corrélé a un autre proton oléfinique H-10 résonant a 814 5,67. La valeur de la constante de
couplage entre H-9 et H-10 de Jg10= 10,7 Hz est caractéristique d’une configuration cis. Par ailleurs,
sur le spectre 'H-3C HMBC, des taches de corrélations entre le proton H-8 et les carbones C-9 (813c
131,4) et C-10 (613¢c 130,3), entre les protons H-11 (614 2,29) et ces mémes carbones et entre le proton
H-10 et les carbones C-8 (613c 58,9) et C-9 ont été observées (Figure 48).
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Figure 48 : Couplages des protons et corrélations COSY et HMBC clés du premier groupe méthylidene
du composé PLU 3.

Les corrélations 'H-'H COSY entre le proton H-11 et H-12 (814 3,61), H-12 et H-13 (814 1,44 et
1,50), H-13 et H-14 (614 1,43 et 1,56), H-14 et H-15 (614 2,06) et entre les protons H-15 et le proton
oléfinique H-16 (614 5,82) indiquent I'enchainement des carbones C-11 a C-16. L'enchainement de
cette chaine aliphatique (Figure 49) est également confirmé par I'ensemble des corrélations H-13C

HMBC.

10 12 /?.14—/\\ 16 mmm= : Corrélation *H-'H COSY

11 13 15 7~ A . Corrélation tH-13C HMBC
Figure 49 : Corrélations COSY et HMBC clés de la chaine aliphatique du composé PLU 3.

Enfin, les deux protons H-17 (814 4,93 et 5,02) présentent une corrélation *H-'H COSY avec le
proton H-16 (614 5,82). Les corrélations observées entre le proton H-15 et les carbones C-16 (613c 139,9)
et C-17 (&613c 115,0) et entre les protons H-17 et le carbone C-15 (813c 34,8) ont permis d’établir

I’emplacement du deuxieme groupe méthylidene lié a C-15 (Figure 50).
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Figure 50 : Corrélations COSY et HMBC clés du deuxiéme groupe méthylidéne du composé PLU 3.

Par conséquent, 'ensemble des données spectrales analysées a permis d’identifier le composé

PLU 3 comme étant le 12-hydroxy-3(R),8(R)-déhydrofalcarindiol. Il s’agit d’'une nouvelle structure.
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12-hydroxy-3(R),8(R)-déhydrofalcarindiol (PLU 3)

La structure de PLU 3 est tres proche de celle de PLU 9 décrite précédemment (Tableau XllII -
Annexe V. 3. - Tome Il - page 65). La différence entre le composé PLU 3 et PLU 9 concerne uniquement
le signal associé a I'atome de carbone C-12. Alors que ce dernier est lié a une fonction hydroxyle pour
PLU 3, il correspond a un méthyléne pour PLU 9 (Figure 51). Aussi, la configuration absolue suggérée
pour les carbones asymétriques C-3 et C-8 du composé PLU 3 a été déduite de celle de PLU 9. Quant a
la stéréochimie du carbone asymétrique C-12, il pourrait étre envisagé de définir sa stéréochimie, soit
par dichroisme circulaire vibrationnel (VCD) et dichroisme circulaire électronique (ECD), soit par RMN

en ajoutant un agent chiral de solvatation ou de dérivation tel que le sel de Mosher.

PLU 3 PLU9

Figure 51 : Structures des composés PLU 3 (gauche) et PLU 9 (droite).

= Elucidation structurale du métabolite PLU 4

Les données spectrales du métabolite PLU 4 sont présentées en Annexe V. 4. - Tome Il - pages

69-73.

Le composé PLU 4 a été obtenu sous forme d’une poudre marron orangé. Sa formule
moléculaire C;7H2,03 a été déterminée a partir de son spectre SMHR en mode ESI*, révélant la présence
d’un ion pseudomoléculaire [M+Na]*a m/z 297,1460 (valeur calculée : m/z 297,1461). Ce qui conduit

a un nombre d’insaturations égal a 7. L’abondance d’un ion [M-2H,0+H]* a m/z 239,1438



correspondant a une perte de deux molécules d’eau indique la présence d’un groupement hydroxyle

sur la molécule.

L’analyse du spectre IRTF du composé PLU 4 a montré des bandes d’absorptions maximales a
3353,34 cm® (0-H); 3081,67 cm™ (CH sp?); 2930,48 cm™ (CH, asymétrique) ; 2857,73 cm™ (CH»
symétrique) ; 1598,32 cm™(C=C) ; 1433,58 cm™ (-CH-) ; 1371,32 cm™ (O-H déformation dans le plan) ;
1220,25 cm™(C-C) et 1032,66 cm™ (C-0).

Le composé PLU 4 présente des spectres RMN *H et 3C mono- et bidimensionnels (COSY,
HSQC, HMBC et NOESY) similaires a ceux du composé PLU 3 identifié précédemment. En effet, on
retrouve les déplacements chimiques caractéristiques de deux groupes méthylidenes en 1 (813¢c 116,7)
eten 16 (613c 139,9), de deux triples liaisons conjuguées en 4 (613¢ 80,1) et en 6 (813¢ 69,4), d’'une double
liaison cis en 9 (&13c 129,9), de 4 groupes méthylenes et de 3 carbones liés chacun a un atome

d’oxygene.

Notons que I'analyse RMN H réalisée n’a pas permis d’attribuer exactement les déplacements
chimiques 614 5,51 et 5,53 aux protons H-9 et H-10. Une séquence de découplage homonucléaire
sélectif de proton (Meyer & Zangger, 2013 ; Saito et al., 2020) a donc été entreprise. Ce découplage
consiste a irradier un ou plusieurs protons a une fréquence de résonance afin de supprimer les
couplages spin-spin existant avec le proton voisin. En effet, lorsqu’un proton est irradié, celui-ci
absorbe de I'énergie et n’exerce alors plus d'influence sur le proton voisin. Ce dernier n’étant plus

perturbé par le couplage, le spectre acquis est alors simplifié.

Le proton H-8 (814 5,20) a été irradié en premier lieu. Le spectre RMN H de PLU 4 avec

I’'hnomodécouplage montre I'absence de couplage a 614 5,53 (Figure 52).

Spectre non découplé

H-8 (dl, 5,20)

Simplification du signal a 5,53 ppm
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% Irradiation en H-8

Spectre découplé

Figure 52 : Spectres RMN *H non découplé (haut) et aprés irradiation en H-8 (bas) de PLU 4.

Le proton H-11 (614 4,42) a été par la suite irradié. Cette irradiation a conduit a une perte de

couplage des signaux a 814 5,51, observés sur le spectre RMN *H homodécouplé de PLU 4 (Figure 53).
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Figure 53 : Spectre RMN *H non découplé (haut) et aprés irradiation en H-11 (bas) de PLU 4.

Ces résultats ont permis de déduire que le proton résonant a 814 5,53 est voisin du proton H-
8 (611 5,20) et que le proton résonant a 614 5,51 est voisin du proton H-11 (614 4,42). Les déplacements

chimiques 614 5,51 et 5,53 ont été, par conséquent, attribués a H-10 et H-9 respectivement.

La différence entre les structures de PLU 3 et de PLU 4 concerne les sighaux H-11 et H-12. Pour
le composé PLU 4, le déplacement chimique du carbone C-11 (613 68,3) indique la présence d’un
groupe hydroxyle sur ce carbone ; le carbone C-12 résonant a &13c 38,3 correspond, quant a lui, a un
groupe méthyléne. Les corrélations du proton H-11 (814 4,42) avec les carbones C-9 (613¢c 129,9) et C-
13 (613c 26,0) et du proton H-12 (614 1,48 et 1,56) avec les carbones C-11 et C-13 confirment, par

ailleurs, cet enchainement de la structure (Figure 54).
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Figure 54 : Corrélations HMBC clés du motif C-9 a C-14 de PLU 4.

Ces données analytiques conduisent a la structure du 11-hydroxy-3(R),8(R)-
déhydrofalcarindiol, qui est un composé nouveau. La stéréochimie du carbone C-11 devra étre
envisagée pour compléter I'identification. Une comparaison des déplacements chimiques H et 3C de

ce composé avec ceux de PLU 9 a été effectuée et présentée dans le Tableau XIV - Annexe V. 4. - Tome

Il - page 70.
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] Elucidation structurale du métabolite PLU 5

Les données spectrales du métabolite PLU 5 sont présentées en Annexe V. 5. - Tome Il - pages

74-78.

Le métabolite PLU 5 a été isolé sous forme de poudre marron. L’étude de son spectre SMHR
obtenu en mode ESI* a permis de déterminer sa formule brute Ci9H2404, soit 8 insaturations. En effet,
la présence d’un ion pseudomoléculaire [M+Na]* a m/z 339,1567 (valeur calculée : m/z 339,1567) a
été révélée ainsi gu’un ion trés intense [M-H,0-CH;COOH+H]* a m/z 239,1438, suggérant la présence

d’un groupement hydroxy.

L'analyse du spectre IRTF du composé PLU 5 a montré des bandes d’absorptions maximales a
3394,49 cm™ (0-H);2932,96 cm™ (CH, asymétrique) ; 2860,53 cm™ (CH, symétrique); 1725,49
cm™ (C=0); 1596,93 cm™(C=C) ; 1371,15 cm™ (O-H déformation dans le plan); 1242,56 cm™ (C-C) et
1024,05 cm™ (C-0).

Les spectres RMN *H et 3C du composé PLU 5 présentent une forte similitude avec ceux de
PLU 3 décrits précédemment. Sur le spectre RMN !H, leur différence se situe uniquement par la
présence d’un signal supplémentaire sous forme de singulet a 6.4 2,04, correspondant a un groupe
acétate attribué a H-19. Le spectre RMN 3C de PLU 5 montre deux carbones supplémentaires ont été
observés. Il s’agit du carbonyle d’une fonction ester C-18 (613c 172,7) et du carbone d’un groupe
méthyle C-19 (813c 21,2). Les corrélations hétéronucléaires *H-1*C HMBC entre le proton H-19 et le
carbone C-18 et entre le proton H-12 (614 4,90) et ce méme carbone permettent de relier ce groupe

acétyle a I'oxygéne porté par C-12 (813c 74,5) (Figure 55).
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Figure 55 : Corrélations HMBC clés du motif lié a C-12 du composé PLU 5.

Les données spectrales obtenues ont permis d’attribuer au composé PLU 5 la structure du 12-
acétoxy-3(R),8(R)-déhydrofalcarindiol. Il s’agit d’un composé nouveau. La stéréochimie du carbone

asymétrique C-12 reste a déterminer.
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Une comparaison des données des analyses RMN H et 3C du composé PLU 5 aux
données spectrales du composé PLU 3 est présentée dans le Tableau XV - Annexe V. 5. - Tome Il - page
75. Ces deux composés ne se distinguent finalement qu’au niveau de I'atome de carbone C-12. Dans
la structure de PLU 3, ce carbone est lié a une fonction hydroxyle tandis que dans PLU 5, il est lié a une

fonction acétate.

= Elucidation structurale du métabolite PLU 6

Les données spectrales du métabolite PLU 6 sont présentées en Annexe V. 6. - Tome Il - pages

79-83.

Le métabolite PLU 6 se présente sous la forme d'une poudre marron. Sa formule moléculaire
Ci9H2404 a été déduite a partir de I'ion pseudomoléculaire [M+Na]* a m/z 339,1573 (valeur calculée :
m/z 339,1567) observé sur son spectre SMHR en mode ESI*. Le nombre d’insaturations calculé a partir
de cette formule brute est de 8. Un ion fragment [M-H,0-CH3COOH+H]* de masse m/z 239,1437, trés

intense, est également observé. Ce qui indique un groupement hydroxy sur la molécule.

Les bandes d’absorptions maximales caractéristiques observées sur le spectre IRTF du
composé PLU 6 sont: 3394,54 cm™ (0-H); 2933,31 cm™ (CH, asymétrique) ; 2865,35 cm™ (CH>
symétrique) ; 1724,68 cm™ (C=0); 1594,75 cm™ (C=C); 1460,41 cm™ (-CH-); 1371,90 cm™ (O-H
déformation dans le plan) ; 1242,20 cm™ (C-C) et 1023,84 cm™ (C-0).

Les données spectrales RMN H et 3C de PLU 6 mettent en évidence une forte similarité avec
ceux de PLU 5. En effet, on retrouve la chaine aliphatique 3(R),8(R)-déhydrofalcarindiol ainsi que le
groupe acétoxy. L’ensemble des corrélations H-'H COSY et 'H-3C HMBC confirme cet enchainement

de la structure (Figure 56).
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Figure 56 : Corrélations COSY et HMBC clés du composé PLU 6.

Il est a noter toutefois que la différence entre PLU 5 et PLU 6 concerne le signal du proton H-
12. Ce dernier est un doublet de triplet a 14 2,36 et un doublet de triplet & 2,44 sur le spectre RMN *H
de PLU 5, tandis que sur celui de PLU 6, il correspond a un triplet résonant a 614 2,40. Le déplacement
chimique du carbone C-12 (613c 33,2) reste similaire pour les deux composés (Tableau XVI - Annexe V.
6. - Tome Il - page 80). Il est fort probable que le composé PLU 6 soit un épimere du composé PLU 5,

qui ne différe que par la stéréochimie du carbone C-12. Cette derniere sera donc nécessaire pour



pouvoir compléter la caractérisation structurale et pour permettre la distinction entre les deux
épimeéres. Nous supposerons, pour I'instant, que la fonction acétate est de configuration (R) pour PLU
5 et (S) pour PLU 6. Une projection de Newman, représentée dans la figure 57, permet de mieux voir

la différence entre ces deux épimeres.
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Figure 57 : Projection de Newman des deux épiméres PLU 5 et PLU 6 (axe 11-12).
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] Elucidation structurale du métabolite PLU 7

Les données spectrales du métabolite PLU 7 sont présentées en Annexe V. 7. - Tome Il - pages

84-88.

Le composé PLU 7, isolé sous la forme d’une poudre marron, posséde une formule moléculaire
C17H2404 indiquant 6 insaturations, obtenue a partir de son spectre SMHR en mode ESI* avec un ion
pseudomoléculaire [M+H]* a m/z 293,1941 (valeur calculée : m/z 293,1747). Un pic abondant a m/z
292,1912 est également observé sur le spectre SMHR.

L'analyse du spectre IRTF du composé PLU 7 a montré des bandes d’absorptions maximales a

3360,24 cm (0-H); 3077,62 cm™ (CH sp?); 2926,89 cm™ (CH, asymétrique) ; 2856,08 cm™ (CH»



symétrique) ; 1598,98 cm™ (C=C) ; 1378,74 cm™ (O-H déformation dans le plan) ; 1260,62 cm™(C-C) et
1024,19 cm™ (C-0).

L’étude des spectres RMN *H et 3C du composé PLU 7 a mis en évidence des signaux similaires
a ceux observés pour le composé PLU 9 identifié précédemment (Tableau XVII - Annexe V. 7. - Tome
Il - page 85). La différence entre les deux structures est observée au niveau des carbones C-9 et C-10.
Le spectre RMN 'H de PLU 7 signale I'absence des protons oléfiniques entre 814 5,50 et 5,70 et la
présence supplémentaire de proton résonant a 614 3,58 (H-9) et a 614 4,24 (H-10). Les déplacements
chimiques des carbones C-9 (613c 64,2) et C-10 (613c 76,5) indiquent, par ailleurs, la présence de deux
groupements hydroxyles liés respectivement a ces carbones. Cet emplacement est également justifié
par les corrélations *H-3C HMBC du proton H-9 avec les carbones C-7 (813c 81,4) et C-8 (813c 64,7) et
du proton H-10 avec les carbones C-11 (613¢c 36,1) et C-12 (813c 27,6) (Figure 58).
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Figure 58 : Corrélations COSY et HMBC clés du motif C-7 a C-12 du composé PLU 7.

L'ensemble de ces données spectrales permet ainsi d’identifier le composé PLU 7 comme étant
le 9,10-dihydroxy-3(R),8(R)-déhydrofalcarindiol. 1l s’agit d’'un composé nouveau. Toutefois, la

stéréochimie des carbones C-9 et C-10 reste a définir.
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9,10-dihydroxy-3(R),8(R)-déhydrofalcarindiol (PLU 7)

= Elucidation structurale du métabolite PLU 8

Les données spectrales du métabolite PLU 8 sont présentées en Annexe V. 8. - Tome Il - pages

89-93.

Le composé PLU 8 a été obtenu sous forme de poudre marron. Sa formule moléculaire C19H2404
a été attribuée sur la base des données du spectre SMHR en mode ESI* révélant un ion [M-H,O+H]* a

m/z 299,1640 (valeur calculée : m/z 299,1642). Le nombre d’insaturations déduit s’éléve a 8.

Les bandes d’absorptions maximales caractéristiques observées sur le spectre IRTF du

composé PLU 8 sont : 3395,83 cm™ (0-H) ; 3077,39 cm™ (CH sp?); 2931,15 cm™ (CH; asymétrique) ;



2858,84 cm™ (CH, symétrique); 2235,44 cm™ (C=C conjugué); 1732,41 cm™(C=0); 1640,39 cm™
(C=C); 1372,20 cm™ (O-H déformation dans le plan) ; 1241,50 cm™(C-C) et 1022,26 cm™ (C-0).

Les données spectrales du composé PLU 8 sont proches de celles des épimeéres PLU 5 et PLU 6
identifiés précédemment (Tableau XVIII - Annexe V. 8. - Tome Il - page 90). La différence se situe
uniquement sur I'emplacement du groupe acétate en C-12 dans la structure de PLU 5 et PLU 6 et en
C-11 dans la structure de PLU 8. En effet, le spectre *H-13C HMBC a révélé des corrélations entre le
proton H-11 (614 5,55) et le carbone C-18 (813c 172,1) et entre le proton H-19 (614 2,02) et ce méme

carbone (Figure 59).
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Figure 59 : Corrélations COSY et HMBC clés du motif lié a C-12 du composé PLU 8.

Ces données spectrales conduisent a la structure du 11-acétoxy-3(R),8(R)-déhydrofalcarindiol,
qui est un composé nouveau. La stéréochimie du carbone asymétrique C-11 n’a pas été déterminée

lors de notre étude ; il sera nécessaire de la déterminer afin de compléter cette identification.
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lll. 2. 3. Stratégie d’application du réseau moléculaire

Il. 2. 3. 1. Généralités

Dans la recherche de molécules issues des produits naturels, deux outils s’averent
indispensables pour la caractérisation structurale d’'une molécule : la RMN et la spectrométrie de
masse (SM). La RMN s’est positionnée comme I'outil le plus important pour réaliser cette tache. La SM,
qguant a elle, permet principalement d’accéder aux formules brutes des composés isolés, a coté de

I"analyse élémentaire (Chambers et al., 2012).



Cependant, l'isolement et I’élucidation structurale des molécules sont des taches ardues,
chronophages et nécessitent 'usage de techniques analytiques modernes. Dans ce contexte, la
chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse tandem (CL-SM?) est devenue
I’'une des techniques préliminaires phares utilisées pour annoter efficacement et de maniére précoce
les composés déja connus d’un mélange afin d’éviter I'isolement et la caractérisation de métabolites.
Cette approche est connue sous le nom de « déréplication » (Gaudéncio & Pereira, 2015 ; Wolfender

et al., 2015).

Lors d’une analyse par CL-SM?, le spectrométre de masse tandem sélectionne un ion
précurseur, puis cet ion est fragmenté par dissociation induite par collision. Les fragments ainsi formés
sont analysés soit en mode basse résolution en masse (instrument de type quadripdle ou trappe d’ion,
en particulier) ou en mode haute résolution en masse (instrument de type temps de vol ou orbitrap)
afin d’obtenir un spectre SM? Ce dernier est composé uniquement d’ions produits par la
fragmentation de l'ion précurseur et donc riche en informations structurales, contrairement aux
spectres SM (dans lesquels tous les ions intacts sont détectés) (Nothias-Scaglia et al., 2015). Toutefois,
cette analyse implique I'interprétation de plusieurs milliers de spectres SM?; ce qui devient trés
rapidement une tache laborieuse a réaliser. Dans ce contexte, afin d’accélérer le processus

d’annotation, la technique du réseau moléculaire (molecular networking) a été concue.

Le réseau moléculaire ou réseau de similarité spectrale est une approche bio-informatique
innovante récente, qui permet de comparer et d’organiser les spectres SM? expérimentaux, liés a la
structure d’'une molécule et de les visualiser sous la forme d’une carte de similarité spectrale, mettant
en lumieére I'existence de groupes spectraux ainsi que leurs degrés de similarité (Raheem et al., 2019).
En effet, une similarité spectrale (ou I'indice cosine score noté CS) est attribuée entre chaque paire de
spectre SM? comparés. Cette valeur est comprise entre 0 et 1. Lorsque cette valeur est égale a 0, les
deux spectres n’ont aucun ion fragment en commun et lorsqu’elle est égale a 1, les deux structures
sont totalement identiques (Frank et al., 2011). Les spectres SM? des composés identiques sont alors
fusionnés a l'aide d’un algorithme MS-Cluster en un seul nceud ou spectre consensus (Frank et al.,

2011).

Généralement, la similarité spectrale apparait lorsque le CS est supérieur a 0,7 et qu’au moins
6 ions fragments communs sont détectés (Nothias-Scaglia et al., 2015). Ce qui signifie que les deux
métabolites ont une structure chimique proche. lls sont alors regroupés et représentés, sur le réseau,
sous forme de nceuds liés entre eux au sein d’un cluster. Par la suite, un alignement spectral est
effectué, permettant des recherches de similarité méme lorsque les masses des ions précurseurs ne

sont pas identiques (Figure 60).
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Figure 60 : Représentation schématique du processus de création d'un réseau moléculaire a partir
des spectres SM? acquis pour les métabolites dans des mélanges complexes.
Extrait de Aron et al., 2019.

Ces spectres, une fois organisés, sont comparés a ceux de la base de données spectrales
communautaires GNPS (Global Natural Product Social molecular networking) (Wang et al., 2016) ainsi
que les différentes bases de données spectrales telles que HMDB (Human Metabolome Database)
(Wishart et al., 2018), ReSpect (Sawada et al., 2012) et MassBank (Horai et al., 2010) regroupant des
spectres SM? d’environ 80 000 composés (Metabolomicnsa, 2021). Les spectres sont également
comparés a ceux des bases de données NIST (Linstrom & Mallard, 2001), DNP (Dictionnary of Natural
Product), MarinLit (Blunt et al., 2018) et MetLin (Guijas et al., 2018). D’autres bases de données
spectrales in silico telles que ISDB (/n Silico Database) regroupant 200 000 structures (Allard et al.,
2016 ; Sorokina & Steinbeck, 2020), Metfrag (Ruttkies et al., 2016) et CFM-ID (Allen et al., 2015) sont

également utilisées.



Le réseau moléculaire est visualisé soit a partir du logiciel Cytoscape (Otasek et al., 2019 ;
Shannon et al., 2003), soit a partir du logiciel MetGem (Olivon et al., 2018) apres avoir prétraité les

spectres SM? 3 I'aide du logiciel MZmine (Elie et al., 2019 ; Olivon et al., 2017).

lll. 2. 3. 2. Déréplication des fractions iso-hexanique et méthanolique de

I’extrait brut de P. lucida

La déréplication des fractions de P. lucida a été effectuée a la Station marine d’Endoume de I’Institut
Meéditerranéen de la Biodiversité et d’Ecologie marine et continentale (IMBE), Université d’Aix-Marseille
avec l'aide du Docteur Stéphane GREFF.

L'analyse des fractions iso-hexanique et méthanolique de I'extrait brut de P. lucida par
chromatographie liquide ultrahaute performance couplée a la spectrométrie de masse en tandem
(CLUHP-SM?) en mode positif a permis de générer le réseau moléculaire présenté dans la figure 61.
Notons que les données brutes obtenues & partir de I'analyse CLUHP-SM? ont été calibrées et mises
sous la forme de fichiers au format .mgf ou .mzXML ou .mzML (avec le logiciel MSConvert) avant de

les envoyer sur la plateforme internet GNPS (http://gnps.ucsd.edu).

Lors de la soumission des données a la plateforme GNPS, les valeurs de paramétrages
d’acquisition des données (CS, le “Minimum Cluster size”” ou le nombre minimum d’ions pour former
un cluster, le “Minimum Matched Fragment lons” ou le nombre minimum d’ions fragments en
commun pour deux spectres ...) doivent étre bien ajustées afin d’obtenir un réseau moléculaire de
bonne qualité (Olivon et al., 2017b). Le réseau moléculaire généré sous GNPS est ensuite importé puis

visualisé sous le logiciel Cytoscape v3.8.2 pour faciliter I'interprétation des résultats.

Par ailleurs, les spectres MS? des composés isolés (PLU 2 & PLU 9) ont été déposés dans les
bibliothéques spectrales du GNPS, afin d'effectuer un processus d'annotation efficace. Cela contribue
également a compléter la base de données du GNPS et permettra a tout chimiste des produits naturels

de détecter ces composés.


http://gnps.ucsd.edu/

Partie Il - Etude des composés non volatils - Etude phytochimique de Psiadia lucida

hRN Clusters4a6

e 3RQ
)

.’ Clusters 7 a 9.
%4%%‘
%QQ%‘Q
BB ORBRRRG
GGG

O Noeuds non annotés .. Polyacétylenes Diterpénes . Coumarines
. Composés nouveaux O Flavonoides D Acides hydroxycinnamiques

Figure 61 : Réseau moléculaire visualisé sur Cytoscape a partir des fractions iso-hexanique et
méthanolique de P. lucida.

Cette représentation montre les interconnections des différents composés présents dans les

deux fractions rassemblées de I'extrait brut de P. lucida. Les composés sont représentés sous forme

de nceud et leurs connexions tiennent compte des voies de fragmentation des composés. Les liaisons

entre ces nceuds apparaissent sur le réseau moléculaire des lors que le CS est supérieur a 0,60 et qu’au

moins six ions fragments communs avec les SM? dans les bases de données ont été détectés. Elles sont

symbolisées par des liaisons plus ou moins épaisses, proportionnelles aux valeurs du CS.
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Le rapport m/z de I'ion précurseur est inséré au centre de chaque noeud et la taille des noeuds
est corrélée a l'intensité de ces ions précurseurs. Toutefois, toutes les molécules ne sont pas présentes
car certaines ne sont pas ionisables. En outre, quelques ions moléculaires sont instables et se

fragmentent dans la source et les ions fragments sont alors détectés sur le réseau moléculaire.

Ainsi, le réseau moléculaire obtenu pour les fractions iso-hexanique et méthanolique de
I’extrait de P. lucida a permis de mettre en évidence 160 nceuds et 8 clusters dont les noeuds sont au

minimum de 3.
La stratégie d’annotation des nceuds du réseau est la suivante :

1- La premiére annotation s’applique aux métabolites présents dans P. lucida ayant une similarité
structurale (CS supérieur a 0,7) et une équivalence de masse des ions précurseurs avec ceux référencés

dans GNPS.

2- La deuxieme annotation est basée sur la détermination des formules brutes des ions

précurseurs détectés dans I'échantillon avec le logiciel Data Analysis.

3- L'exploration des bases de données MetFrag, MetLin, DNP et CFM-ID est ensuite entreprise

afin de trouver des analogues structuraux.

4- Enfin, les molécules isolées et identifiées par RMN ont été analysées dans les mémes

conditions que ces fractions pour servir de standard et confirmer les annotations.

La plateforme GNPS présente I'avantage de pouvoir annoter les nceuds d’'un cluster de
maniéere continue grace a un outil de partage des données que I'on appelle « MassIVE datasets ». Cet
outil permet de réviser périodiquement I'annotation en fonction de la mise a jour des banques de
données du GNPS. Ainsi, les données de cette analyse par CLUHP-SM? ont été déposées dans ce

répertoire public ( , MSV000088035)

1. 2.3.2.1. Annotation du cluster 1

Le cluster 1 est constitué de 67 nceuds. L'exploration de ce cluster, présenté dans la figure 62,
a mis en évidence la présence de composés appartenant a la famille des polyacétylenes et des

flavonoides.


http://massive.ucsd.edu/
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= [Les polyacétylénes

La recherche d’analogues structuraux dans les bases de données GNPS ainsi que I'injection des
molécules pures dans les mémes conditions que les fractions indiquent une correspondance des
spectres SM? avec des polyacétylénes de type falcarinol (Figure 66 - Annexe VI. 1. - Tome Il - pages
100-101).

En général, les polyacétylenes sont plus stables a la fragmentation en mode positif. Les ions
[M+Na]* sont en effet plus abondants qu'en mode négatif (Kramer et al., 2011). Ce qui justifie, par

ailleurs, le choix du mode d’ionisation positif utilisé lors de cette étude.

En mode d’ionisation positif, les polyacétylenes de types falcarinol, en particulier, se
fragmentent parfois a la source en perdant une molécule d’eau. Sur le spectre SM, I'ion [M-H,0+H]*
est ainsi trés abondant et I'ion pseudomoléculaire [M+H]* est quasiment absent (Huang et al., 2011 ;
Kramer et al., 2011 ; Pferschy-Wenzig et al., 2009 ; Schmiech et al., 2009 ; Sgltoft et al., 2010). Par

conséquent, la majorité des spectres SM? ont été acquis avec un clivage de la fonction OH.

Parmi les polyacétylenes isolés de P. lucida, tous ont pu étre positionnés. En effet I'ion [M-
H,0+H]*a m/z 239,192 correspond a la fois aux deux isoméres PLU 3 et PLU 4. L'ion [M-H,0+H]* a m/z
241,159 correspond a PLU 9 et I'ion [M+H] a 293,729 est attribué a PLU 7. Pour I'ion [M-H,0+H]* a
m/z 299,259 une correspondance a été établie avec d’une part, les deux épiméres PLU 5 et PLU 6 et

d’autre part, le métabolite PLU 8 (Figure 66 - Annexe VI. 1. - Tome Il - page 100).

Il est a noter que le réseau moléculaire obtenu n’a pas permis de discriminer les isomeres de
structure. Il serait intéressant de \visualiser le réseau avec le logiciel MetGem
( ) en faisant un prétraitement des spectres SM? sur le logiciel MZmine 2. La
combinaison des capacités d’analyses des données de MZmine 2 et GNPS permet en effet de

discriminer ces isoméres en fonction de leur temps de rétention.

La recherche d’analogues structuraux avec la base de données in silico Metfrag, apres avoir
établi la masse de I'ion précurseur grace au logiciel Data Analysis, a indiqué une correspondance de la
masse exacte et des spectres SM? des ions a m/z 228,183 et 243,142 avec respectivement le falcarinol

(PLU 10) et le falcarindiol (PLU 11) (Figure 66 - Annexe VI. 1. - Tome Il - page 101).

= [Les flavonoides

L'analyse d’une autre partie du cluster 1 révele la présence de composés appartenant a la

famille des flavonoides.

La fragmentation en Spectrométrie de Masse des flavonoides a déja fait I'objet de nombreuses
études (Cuyckens & Claeys, 2004 ; Gu et al., 2012 ; Pinheiro & Justino, 2012 ; Vihakas, 2014). Aussi
pour les génines (flavonoides aglycones), les mécanismes de fragmentation les plus courants

impliquent la coupure entre deux liaisons carbone (C-C) du cycle C. Les cycles A et B restent intacts.


https://metgem.github.io/

Les ions fragments ainsi produits sont notés “A* et ”B* ol i et j correspondent aux liaisons du noyau C
qui ont été rompues. La formation de ces ions peut s’expliquer par des réactions de type rétro Diels-
Alder qui donne le nombre et le type de substituants portés par les cycles A et B (Cuyckens & Claeys,
2004) (Figure 63). Ces données de la littérature ont permis d’annoter deux nceuds de ce méme cluster

du réseau moléculaire.

.

S ‘HB;

R : substituants des flavonoides
,1,2,3,4:numéros de liaisons du cycle C qui subissent une rupture lors de la fragmentation

Figure 63 : Voies de fragmentation des flavonoides aglycones en SM2,

La recherche d’analogues structuraux dans les bases de données du GNPS indique que les ions
précurseurs a m/z 317,047 et 361,172 (Figure 67 - Annexe VI. 1. - Tome Il - page 101) correspondent
respectivement a la 3-O-méthylquercétine (PLU 12) et au chrysosplénol D (PLU 13). Les deux composés

ont déja été isolés simultanément a partir des feuilles de I'espece P. trinervia (Wang et al., 1989).

Comparés aux flavones, les flavonols O-méthylés tels que PLU 12 et PLU 13, présentent des
spectres SM? complexes car la présence d’un groupement méthoxy offre plus de possibilités de
fragmentation. Prenons le cas de I'ion [M+H]* a m/z 361,172 ; la coupure se fait au niveau des liaisons
0 et 2 du cycle C. L'ion %?B*a m/z 137,0612, justifiant un cycle B dihydroxylé, a été observé sur le
spectre SM?2. Par ailleurs, on observe également, en intensité trés importante, les ions fragments [M+H-
CHs]*a m/z 346,068 et [M+H-2CHs]* a m/z 331,046 qui indiquent une perte successive de deux groupes

méthyles présents chez les flavonols O-méthylés mais absents chez les flavones.

L'ensemble des propositions d’annotation des nceuds du cluster 1 est résumé dans le

tableau X.



Tableau X : Description des nceuds annotés du cluster 1.

N° m/z lon préc. FZ:T;IE Analogue structural Source Référence
PLU3 239,192 [M+H-H:0]*  Ci7H2:03 zhf;‘gig’a“l’cjfﬁ )jéf) ; Psiadia lucida -
PLU4 239,192 [M+H-H0'  Ci7H20s ihf;‘gig’a“l’cjfﬁ )é?(()f)' psiadia lucida ;
PLUS 299,259 [M+H-H:0]"  CioH2404 ;Eﬁl)éigfatrc);\ﬁﬂ|8“v " Psiadia lucida -
PLU6 299,259 [M+H-H20]*  CioH24Os ;ifjdif)‘:;fc’;yni fﬁffm) " Psiadia lucida -
PLU7 293,729 [M+H]* C17H2404 3;1}?»;::2}/:'2)21;3{;) B(R)- Psiadia lucida -
PLUS 299,259 [M+H-H:0]*  CisH240s ;ihﬁ:;’;‘l'czif: figf) ] Psiadia lucida ;
PLU9 241,159 [M+H-H:0]'  Ci7H2:0: 32’2;Z(ri)];alcarm diol Bidens leucantha 5;’}"1263;” et
PLU10 228,183 [M+H-H.0]* C17H2402 falcarinol Falcaria vulgaris Sf'hllrgggn et
PLU11 243,142 [M+H-H:0]' Ci7HuO  falcarindiol Falcaria vulgaris :f'hllg‘gg” et
PLU12 317,047 [M+H]* CieH1:07  3-O-méthylquercétine Nicotiana tabacum Iggth etal,
PLU13 361,172 [M+HJ* CisH1s0s  chrysosplénol D '2:;2','_78’;’;”5 mzlz:erlf‘ Lo5s
lon préc. : ion précurseur

. 2. 3. 2. 2.

Annotation du cluster 2

La déréplication du cluster 2, composé de 11 nceuds (Figure 64), révele la présence d’un

composé appartenant a la famille des diterpenes.
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Figure 64 : Proposition d’annotation des nceuds du cluster 2.



La recherche d’analogues structuraux dans les bases de données du GNPS et in silico Metfrag
de l'ion précurseur [M+H+H,0]" a m/z 307,261 observé sur le cluster 2 et les ions fragments a m/z
137,132;123,117 ;109,101 ; 95,085 et 81,070 (Figure 68 - Annexe VI. 2. - Tome Il - page 102) a conduit
a la structure de I'acide labdanolique (PLU 14). Ce composé a déja été isolé de P. arguta (Mahadeo et

al., 2019).

La proposition d’annotation du nceud annoté du cluster 2 est résumée dans le tableau XI.

Tableau XI : Description du nceud annoté du cluster 2.

Formule

Analogue structural Source Référence
brute

N° m/z lon préc.

PLU14 355,107 [M+H-H20]*  Ci6H1809 acide labdanolique Cistus ladaniferus  Cocker et al., 1956

lon préc. : ion précurseur

1.2.3.2.3. Annotation du cluster 6

Le cluster 6 du réseau moléculaire est composé uniquement de 4 nceuds (Figure 65). La
déréplication de ce cluster révele la présence de 3 composés appartenant a la famille des acides

hydroxycinnamiques.
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Figure 65 : Propositions d’annotation des noeuds du cluster 6.

La recherche d’analogues structuraux avec la base de données in silico Metfrag, apres avoir
établi la masse de I'ion précurseur avec le logiciel Data Analysis, des trois ions précurseurs a m/z
316,573 ; 355,107 et 517,139 indique une correspondance avec respectivement l|'acide 9'-
décarboxyrosmarinique (PLU 15), I'acide 5-O-caféoylquinique (PLU 16), communément appelé acide
chlorogénique et I'acide 1,5-di-O-caféoylquinique (PLU 2) (Figure 69 - Annexe VI. 3. - Tome Il - page
103). En effet, ces trois ions pseudomoléculaires possédent dans leurs spectres SM? un ion fragment

trés intense a m/z 163,039 et des ions fragments a m/z 135,044 et 145,028 qui sont caractéristiques



d’un groupement coumaroyle. L'injection des molécules pures dans les mémes conditions que les

fractions confirme, par ailleurs, cette annotation.

L’'ensemble des propositions d’annotation des noeuds du cluster 6 est présenté dans le tableau

XIl.
Tableau XII : Description des noeuds annotés du cluster 6.
. F | e
N° m/z lon préc. Z:r:tl;e Analogue structural Source Référence
517,139 [M+H]* CasH2402  acide 1,5-di-O-caféoylquinique  Cynara scolymus Panizzi &
PLU 2 ) 25H2402 ) viquiniq y y Scarpati, 1954
. acide 9'- . . El-Mousallamy
PLU15 316,573 [M+H] C17H160s décarboxyrosmarinique Teucrium pilosum et al., 2000
Robiquet &

N . - ;
PLU16 355,107 [M+H] CisH1809 acide chlorogénique Coffea arabica Boutron, 1837

lon préc. : ion précurseur

1. 2.3.2.4. Annotation des noeuds non clustérisés

Une présence possible de flavonoides et de coumarines a été mise en lumiére apres I'analyse
des nceuds non clustérisés présents sur le réseau. Trois nceuds ont conduit a des propositions

cohérentes (Figure 66).
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Figure 66 : Propositions d’annotation des nceuds non clustérisés.

= Les coumarines

La déréplication des noeuds non clustérisés du réseau a permis de déterminer que les feuilles

de P. lucida contiennent des coumarines.

En effet, le spectre de I'ion a m/z 276,916 (Figure 70 - Annexe VI. 4. - Tome |l - page 104)
montre une correspondance avec celui de I'isoobtusitine (PLU 17). En effet, on observe un pic de base

am/z 194,021 [M+H-CsHgO-CHs]* justifiant une perte de méthyl et du motif O-prényle CsHsO.



= [Les flavonoides

L’analyse des spectres SM? des ions a m/z 301,268 et 345,102 (Figure 71 - Annexe VI. 4. - Tome
Il - page 104) de ce réseau moléculaire et la recherche dans les bases de données du GNPS ont mis en

lumiére la présence de composés appartenant a la famille des flavonoides.

Pour I'ion a m/z 301,268, une correspondance a été établie avec I'isokaempféride (PLU 18). La
coupure se fait au niveau des liaisons 0 et 2 conduisant & un fragment %?B*a m/z 121,028 justifiant un
cycle B monohydroxylé. Deux autres fragments intenses, [M+H-CHs]* a m/z 286,047 relatif a une perte

de méthyle et [M+H-CH;-CO]*a m/z 258,052, sont également observés.

La fragmentation de I'ion a m/z 345,102, quant a lui, s’effectue au niveau des liaisons 1 et 3.
Son spectre SM? est ainsi constitué principalement des ions fragments a8 m/z 330,073 [M+H-CHs]*, a
m/z 315,050 [M+H-2CHs]*, a m/z 287,055 [M+H-CH3s0-OH]* et de I'ion a m/z 133,065 qui est I'ion +3B*
témoignant la présence d’'un cycle B monométhoxylé. Une correspondance avec la névadensine (PLU

19) est mise en évidence aprés une recherche dans les bases de données.

Les propositions d’annotation des noeuds non clustérisés sont présentées dans le tableau XIII.

Tableau XIIl : Annotations des nceuds non clustérisés.

lon Formule Analogue

N° m/z . Source Référence
préc. brute structural
PLU17 276,916 [M+H]* CisH160s isoobtusitine Psiadia dentata Fortin et al., 2001
PLU18 301,268 [M+H]* CisH1206 isokaempféride Alpinia galanga Jahns, 1881
PLU19 345,102 [M+H]* CisHi607 névadensine Iva nevadensis Farkas et al., 1966

lon préc. : ion précurseur

lll. 2. 3. 3. Discussion

L’analyse des deux fractions iso-hexanique et méthanolique de I'extrait brut des feuilles de P.
lucida par CLUHP-SM? a permis de générer des spectres SM? qui ont été comparés et alignés pour
construire un réseau moléculaire. L'exploration de ce réseau, constitué de 160 nceuds, a permis
I"'annotation de 18 nceuds. Ces annotations ont pu étre réalisées grace a la connaissance des voies de
fragmentations mais aussi grace aux différentes bases de données spectrales ainsi qu’a I'analyse des
composés isolés en CLUHP-SM? dans les conditions chromatographiques identiques a celles appliquées

aux fractions iso-hexanique et méthanolique.

Ces 18 métabolites annotés appartiennent a la famille des polyacétylénes, des flavonoides, des

acides hydroxycinnamiques, des diterpénes et des coumarines.



= Les polyacétylénes

L'annotation des nceuds du réseau a révélé que les feuilles de P. lucida contiennent 9
polyacétylénes de types falcarinol. A ce jour, les composés appartenant a cette famille chimique n’ont
jamais été signalés dans le genre Psiadia. Cependant, parmi plus de 2000 polyacétylénes connus, plus
de 1100 ont été retrouvés dans la famille des Asteraceae (Minto & Blacklock, 2008). En outre, il a été
démontré que les polyacétylenes sont présents dans les tribus Heliantheae, Cynareae, Anthemideae
et dans la tribu Astereae a laquelle appartient le genre Psiadia (Singh et al., 2020). Citons comme
exemple le pilosol A et le safynol isolés de Bidens pilosa (Silva et al., 2011) et la déhydrofalcarinone,
isolée de Microglossa mespilifolia (Gunstone & Scrimgeour, 1981). La présence de cette famille sur le
réseau moléculaire est donc en accord avec les données antérieures. L'isolement et I’élucidation
structurale des métabolites PLU 3 a PLU 9 lors de la présente thése confirment, par ailleurs, ces

annotations.

= Les flavonoides

Le réseau moléculaire a mis en évidence la présence de 4 composés appartenant a la famille
des flavonoides. Cette classe de composés fait partie des plus communes dans les espéces du genre
Psiadia. Parmi les flavonoides annotés, 3 ont déja été isolés des feuilles des espéces du genre Psiadia,
a savoir la 3-0-méthylquercétine (PLU 12) et le chrysosplénol D (PLU 13), isolés de P. trinervia (Wang
et al., 1989) et I'isokaempféride (PLU 18), isolé de P. dentata (Robin et al., 1998). La névadensine,
quant a elle, n’a jamais été retrouvée dans ce genre ; cependant sa présence a déja été signalée dans
plusieurs espéces appartenant a la famille des Asteraceae, notamment les especes Baccharis nitida
(Chidiak et al., 2007) et Helianthus pumilus (Herz & De Groote, 1977).

= Les acides hydroxycinnamiques

L'exploration du réseau moléculaire a mis en lumiere la présence de 3 composés appartenant
a la famille des acides hydroxycinnamiques. Il s’agit de PLU 2 (acide 1,5-di-O-caféoylquinique), PLU 15
(acide 9’-décarboxyrosmarinique) et PLU 16 (acide chlorogénique). La présence de I'acide
chlorogénique a déja été détectée dans les feuilles de P. terebinthina lors des travaux de Marie et al.
en 2006. Deux isomeéres de PLU 2, a savoir l'acide 3,4- et 3,5-di-O-caféoylquinique, ont été isolés a
partir des feuilles de P. viscosa (Wang et al., 1992). La présence de I'acide 9’-décarboxyrosmarinique
chez les Asteraceae n’a encore jamais été rapportée dans la littérature. L’acide rosmarinique se révele
toutefois abondant dans quelques espéces appartenant a la famille des Asteraceae, telles que Achillea

millefolium et Artemisia absinthium (Mekinié et al., 2013).

= [Les diterpénes

Un seul diterpene a été détecté sur le réseau moléculaire. Il s’agit de I’acide labdanolique (PLU

14), précédemment isolé de l'espéce P. arguta (Mahadeo et al., 2019). Par ailleurs, plusieurs



diterpenes ont été obtenus a l'issue de I'étude phytochimique de quelques espéces du genre Psiadia.
L'espéce P. punctulata, entre autres, contient le kauréne psiadine et les trois trachylobanes, 6a,18,19-
ent-trachylobantriol, 2a,17,18-ent-trachylobantriol et 23,6a,18,19-ent-trachylobantétraol (Jumaetal.,
2006 ; Mossa et al., 1992). P. arguta, quant a elle, renferme des labdanes tels que le physanicandiol et

I'acide anticopalique (Mahadeo et al., 2019).

= Les coumarines

L'interprétation du réseau moléculaire a permis de détecter la présence d’'une coumarine,
I'isoobtisitine (PLU 17) dans 'espece P. lucida. Ces résultats soutiennent ceux des travaux antérieurs.
En effet, l'investigation phytochimique de P. dentata a mené a l'isolement de ce composé (Fortin et

al., 2001).

L’ensemble des molécules isolées et/ou détectées par CLUHP-SM? de P. lucida est reporté dans

le Tableau XX - Annexe VII. - Tome Il - pages 106-112.

ll. 2.4. Evaluation des activités biologiques des métabolites isolés

L’extrait brut de P. lucida ayant révélé une activité biologique in vitro remarquable, a savoir
une activité antipaludique (Clso = 4,5 pg/mL), une activité anti-inflammatoire (Clsp = 0,06 ug/mL) et
une activité cytotoxique sur les lignées cellulaires HepG2 (Clso = 0,06 pg/mL) et HT 29 (Clso = 0,05
pg/mL), les composés isolés de cette espéce ont donc également été évalués pour ces mémes activités

biologiques.

Il est a rappeler que le fractionnement de I'extrait brut de P. lucida a conduit a 9 composés
dont 3 sont connus et 6 sont des structures nouvelles. Le réseau moléculaire établi a partir des
fractions iso-hexanique et méthanolique de cette espece a complété cette composition chimique, en
mettant en évidence 10 composés connus supplémentaires (PLU 10 a 19). L’'ensemble de ces composés
mentionnés dans la littérature (PLU 1, 2, 9 a 19) manifeste diverses activités pharmacologiques

synthétisées dans les Tableaux XX et XXI - Annexe VII. - Tome Il - pages 106-113.

ll.2.4.1. Activité antipaludique

Les tests d’activité antipaludique des molécules isolées ont été réalisés par I’équipe du Professeur
Michel FREDERICH au Laboratoire de Pharmacognosie de I’Université de Liége, Belgique.

+* Principe

L'activité antipaludique des molécules isolées a été évaluée in vitro a travers la prolifération
du parasite Plasmodium falciparum (souche 3D7, sensible a la chloroquine) (Jansen et al., 2012). Les

tests ont été effectués indépendamment en triplicat.



La concentration des molécules inhibant 50 % de la croissance parasitaire (Clso) a été mesurée

et les résultats sont présentés dans la figure 67. Le composé PLU 1 (glycérol), étant disponible en trop

/7

< Résultats

faible quantité, n’a pas été testé.

Parmi les 8 composés testés :

PLU 2
PLU 3
PLU 4
PLU 5
PLU 6
PLU 7
PLU 8
PLU 9

Le composé nouveau PLU 8 a affiché une activité inhibitrice de la croissance du parasite

Plasmodium falciparum avec une Clsoégale a 12,46 pug/mL.

Les composés nouveaux PLU 5, 6, 7 ainsi que les composés connus PLU 2 et 9 manifestent

une activité modérée avec des Clsp allant de 19,75 a 40,89 pg/mL.

Les composés nouveaux PLU 3 et PLU 4 sont inactifs contre le parasite.

Clgo (LM)
Tresactif  ACtf | g Modérément actif pa . Anactif
I 25,83
>50
>50

I 40,83
I 39,78
1 19,75

e 12,46

——=— 22,49

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

: artémisinine (Clso= 2,69 ng/mL)

Figure 67 : Résultats des tests antipaludiques des composés isolés de P. lucida.

. 2.4.2. Activité anti-inflammatoire

Les tests d’activité anti-inflammatoire des molécules isolées ont été réalisés par I'équipe du
Professeur Evelyne OLLIVIER et du Maitre de Conférences Carole DI GIORGIO de I'Institut Méditerranéen de
Biodiversité et d'Ecologie marine et continentale (IMBE) de la Faculté de pharmacie de I’Université d’Aix-

Marseille, France.

L'activité anti-inflammatoire des molécules isolées a été évaluée in vitro sur des macrophages
de souris immortalisés (lignée cellulaire RAW 264.7) en déterminant la concentration inhibant 50 % de

la production d’oxyde nitrique. Une évaluation de la viabilité des cellules a été effectuée en parallele

¢ Principe

pour valider I'activité (Iskandar et al., 2018).

70
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Les résultats des tests anti-inflammatoires sont présentés dans la figure 68. Parmi les
métabolites testés, tous les composés, a I'exception de PLU 1, ont affiché une bonne activité anti-
inflammatoire avec des concentrations inhibant 50 % de la production d’oxyde nitrique (Clso) comprise
entre 0,04 et 4,65 pg/mL.

En prenant en compte, dans un second temps, le résultat de I'évaluation de la viabilité
cellulaire, seuls les composés actifs PLU 2 et PLU 9 ont montré des valeurs de Clso supérieures a 100
pg/mL, soit aucune cytotoxicité. Les composés PLU 3 a 8, quant a eux, se révelent étre toxiques pour
les cellules Raw avec des Clsp allant de 1,70 a 30,56 ug/mL ; ils ne peuvent donc pas étre considérés

comme des agents anti-inflammatoires potentiels.

Clgo (LM)

S, A g Viodérément actif | o Inactif
PLU 1
PLU 2 =1 465
PLU3 m 0,08
PLU4 I 0,04
PLU5 B4 0,06
PLU 6 H 0,14
PLU7 B 0,07
PLU8 B 0,05
PLU9 B 0,07

0 0,5 1 1,5 4 4,5 14,5 15 45 50 55

T : Dexaméthasone (Clso= 3,36 pg/mL)

Figure 68 : Résultats des tests anti-inflammatoires des composés isolés de P. lucida.

lll.2.4.3. Activité cytotoxique

Les tests de cytotoxicité des molécules isolées ont été réalisés par I'équipe du Professeur Evelyne
OLLIVIER et du Maitre de Conférences Carole DIORGIO de I'IMBE de la Faculté de pharmacie de I’Université
d’Aix-Marseille, France.

+* Principe

L'activité cytotoxique des molécules isolées a été évaluée in vitro sur les lignées cellulaires
cancéreuses HEpG2, responsables du cancer du foie humain et HT 29, responsables du cancer du c6lon

(Hosry et al., 2014).
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Les résultats des tests cytotoxiques réalisés sur les métabolites isolés sont présentés dans la

figure 69. Parmi les métabolites testés :

= Lescomposés nouveaux PLU 5 et PLU 8 sont tres actifs vis-a-vis des deux lignées cellulaires
cancéreuses HepG2 et HT 29. Le composé PLU 4 n’est tres actif que sur la lignée cellulaire

HepG2. Leurs Clsg vont de 1,04 a 4,69 pg/mL.

= Les composés nouveaux PLU 6 et PLU 7 sont actifs sur les deux cibles avec des Clsg allant
de 6,84 310,94 pg/mL. Le composé PLU 4 n’est actif que sur la lignée cellulaire cancéreuse

HT 29 avec une Clso égale a 8,38 pg/mL.

= Le composé nouveau PLU 3 a montré une cytotoxicité modérée avec des Clso égales a
33,29 et 21,94 pg/mL vis-a-vis des lignées cellulaires cancéreuses HepG2 et HT 29

respectivement.

= Les métabolites connus PLU 1, 2 et 9 sont inactifs.

Cl, HT 29 m Cl., HepG2 (ug/mL)
Actif Modérément actif < Inactif
PLU 1 —— 90,59

e 94,36

P s >250

PLU3 Bt
PLU4 4 {4838

PLUS | 187

W e

PLU7 ki 9,67

PLUS ofi 48

e o2 as6a

10 20 30 40 50 60 70 80 S0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190

(=)

Figure 69 : Résultats des tests cytotoxiques des composés isolés de P. lucida.

1l. 2. 4. 4. Discussion

L'espece P. lucida a été choisie non seulement pour ses activités biologiques, a savoir ses

activités anti-paludique et anti-inflammatoire et sa cytotoxicité envers les lignées cellulaires



cancéreuses HepG2 et HT 29, mais aussi en raison de la complexité de son profil chimique présentant

plusieurs composés majoritaires dont la plupart est non répertoriée dans la littérature.

Les données de la littérature montrent que cette espéce contient des molécules dotées d’un
large spectre d’activités biologiques. Ce sont, entre autres, des agents antidiabétiques, antimicrobiens,
antioxydants, anti-inflammatoires et cytotoxiques. L’acide 1,5-di-O-caféoylquinique (PLU 2), par
exemple, s’est avéré avoir un effet antioxydant (Cao et al., 2010 ; Pagano et al., 2016 ; Parejo et al.,
2004 ; Slanina et al., 1999) et neuroprotecteur (Gray et al., 2014 ; Wei et al., 2016 ; Xiao et al., 2011).
De méme, le falcarindiol (PLU 11), détecté en CLUHP-SM?, a montré une activité antimicrobienne
(Lechner et al., 2004 ; Lutomski et al., 1992 ; Schinkovitz et al., 2008 ; Stavri & Gibbons, 2005) et
antifongique (Christensen & Brandt, 2006 ; Garrod et al., 1978 ; Hansen & Boll, 1986 ; Harding & Heale,
1980 ; Kemp, 1978 ; Lutomski et al., 1992 ; Olsson & Svensson, 1996).

Concernant particulierement les trois activités (antipaludique, anti-inflammatoire et

cytotoxique) sélectionnées dans le cadre de notre étude, la littérature mentionne que :

- les composés PLU 12 (3-O-méthylquercétine), PLU 13 (chrysosplénol D) et PLU 14 (acide

labdanolique) sont actifs contre le paludisme,

- tous les composés connus isolés et/ou détectés par CLUHP-SM? de P. lucida, a I’exception de
PLU 15 (acide 9’-décarboxyrosmarinique) et PLU 17 (isoobtusitine), possédent des propriétés

anti-inflammatoires,

- les métabolites spécialisés PLU 9 a PLU 15, PLU 18 (isokaempféride) et PLU 19 (névadensine)

manifestent une cytotoxicité sur diverses lignées cellulaires cancéreuses.

Les résultats de ces trois activités biologiques obtenus pour les molécules isolées dans la
présente étude ont été comparés a ceux rapportés dans la littérature et sont présentés dans les

Tableaux XX et XXI - Annexe VII. - Tome Il - pages 106-113.

O Activité antipaludique

Six composés isolés de I'extrait brut de P. lucida ont démontré pour la premiere fois une
activité antipaludique prometteuse. Il s’agit de PLU 2 (acide 1,5-di-O-caféoylquinique) et de PLU 5 a
PLU 9 (polyacétylénes). Ces composés seraient a |'origine de I'activité antipaludique de I'extrait brut.
Concernant particulierement les composés connus PLU 2 et PLU 9 (3(R),8(R)-déhydrofalcarindiol),

aucun ouvrage ne fait mention de I'évaluation de leur activité antipaludique.

Il est a remarquer que I'extrait brut est trés actif sur le parasite Plasmodium falciparum (Clso =
4,54 pg/mL) alors que les molécules isolées ont des Clsg qui varient entre 12,46 et 40,89 pug/mL. Deux
raisons pourraient expliquer cela. La premiére est le phénomeéne de synergie qui peut se produire entre

les différents constituants de I’extrait. La seconde raison est la présence d’autres composés



minoritaires dans I'extrait brut qui n’ont pas été isolés lors de cette étude et qui pourraient étre

responsables de cette forte activité.

La déréplication des fractions iso-hexanique et méthanolique de P. lucida a mis en évidence la
présence possible de 3 composés ayant présenté une activité antipaludique dans la littérature. Il s’agit
des composés PLU 12 (3-O-méthylquercétine), PLU 13 (chrysosplénol D) et PLU 14 (acide

labdanolique). Ces composés pourraient participer également a cette activité de I'extrait brut.

L’évaluation de I'activité antipaludique des polyacétylénes PLU 3 a PLU 9 a permis d’émettre
une hypothese quant a la relation structure-activité antipaludique. Tous les polyacétyléenes testés ont
une structure de base dérivée du composé PLU 9 (3(R),8(R)-déhydrofalcarindiol). La différence entre
chaque structure ne concerne que la partie entre C-9 et C-12. Ce qui laisse supposer que la présence
ou l'absence de substituant dans cette partie semble avoir une influence sur I'activité antipaludique

de la molécule.

Q  Activité anti-inflammatoire

Concernant l'activité anti-inflammatoire, tous les composés isolés a I'exception du glycérol
(PLU 1) inhibent fortement la production de ON (Clso entre 0,04 et 4,65 pug/mL). L’activité de I'extrait
brut de P. lucida provient donc essentiellement de ces composés. Cette activité est en accord avec
celle présentée dans les travaux antérieurs pour l'acide 1,5-di-O-caféoylquinique (PLU 2) et le
3(R),8(R)-déhydrofalcarindiol (PLU 9). Ce dernier, entre autres, est un puissant inhibiteur des enzymes
cycloxygénase COX-1 qui est un médiateur inflammatoire (Dang et al., 2005) et lipoxygénase 12-LOX
impliquée dans la réponse de |'organisme végétal au traumatisme externe et au stress (Stavri et al.,
2005). Il est a noter qu’en raison de leur toxicité sur les cellules Raw, les composés nouveaux PLU 3 a
PLU 8 (12-hydroxy-3(R),8(R)-, 11-hydroxy-3(R),8(R)-, 12(R)-acétoxy-3(R),8(R)-, 12(S)-acétoxy-3(R),8(R)-
, 9,10-dihydroxy-3(R),8(R)- et 11l-acétoxy-3(R),8(R)-déhydrofalcarindiol) n’ont pas été considérés

comme des agents anti-inflammatoires potentiels.

Quelques composés connus détectés par I'analyse CLUHP-SM? et ayant déja montré une
activité anti-inflammatoire dans les travaux antérieurs pourraient également participer a I'activité anti-
inflammatoire décelée dans la présente étude. Il s’agit de PLU 10 a PLU 14 (falcarinol, falcarindiol, 3-
O-méthylquercétine, chrysosplénol D et acide labdanolique), PLU 16 (acide chlorogénique), PLU 18

(isokaempféride) et PLU 19 (névadensine).

Ces résultats permettent également de valider scientifiquement les propriétés anti-
inflammatoires de cette espéce utilisée en médecine traditionnelle a Madagascar en cataplasme sur

les plaies (Nicolas, 2012).



O Activité cytotoxique

La cytotoxicité de I'extrait brut de P. lucida serait principalement due aux composés nouveaux

PLU 3 a PLU 8 (Clso entre 1,02 et 33,29 ug/mL).

Il est a noter que le 3(R),8(R)-déhydrofalcarindiol (PLU 9) a manifesté une activité cytotoxique
au cours s travaux antérieurs (Stavri et al., 2005). Cependant, cette activité n’a pas été retrouvée lors
de nos tests. Cela peut s’expliquer par les cibles biologiques utilisées. En effet, les lignées cellulaires
cancéreuses MDA231 et MCF7, responsables des cancers du sein, et les lignées cellulaires cancéreuses
LS174T, SKCO1, COLO320DM et WIDR, responsables des cancers du colon, ont été utilisées dans les
travaux de Stavri (2005).

Plusieurs composés annotés du réseau moléculaire ont montré une cytotoxicité sur diverses
lignées cellulaires cancéreuses. Il s’agit de PLU 10 a PLU 15, PLU 18 (isokaempféride) et PLU 19
(névadensine). Ces composés pourraient également étre responsables de I'activité cytotoxique de

I’extrait brut.

Une analyse préliminaire structure-activité a été menée en s'appuyant sur le résultat des tests
de cytotoxicité des polyacétylénes isolés. La comparaison des structures de ces derniers a mis en
évidence que tous les composés nouveaux ont en commun une insaturation en C-16 et des
substituants supplémentaires sur la chaine aliphatique, en particulier en C-9, C-10, C-11 et C-12. lls ont
tous montré une forte cytotoxicité. Ce qui n’est pas le cas pour le 3(R),8(R)-déhydrofalcarindiol (PLU
9). La présence supplémentaire d’'une double liaison terminale et des substituants pourrait contribuer
a une plus grande activité cytotoxique. L'étude de la relation structure-activité effectuée récemment

sur les polyacétylénes Cy7 et Ci5 (Christensen, 2020) confirme cette hypothese.

U Activité antimicrobienne

Les données de la littérature montrent que les composés connus, PLU 1 et PLU 9, isolés de P.
lucida ainsi que les composés détectés par analyse en CLUHP-SM?, & savoir PLU 10 a PLU 13, PLU 16,
PLU 18 et PLU 19, ont déja démontré une activité antimicrobienne. Ces résultats sont en cohérence
avec 'usage traditionnel de I'espece. En effet, la décoction des feuilles de P. lucida est utilisée pour
traiter les infections apres I'accouchement ainsi que pour traiter la diarrhée (Rakotonandrasana,

2013) ; en outre, la plante posséde des propriétés antiseptiques (Nicolas, 2012).

lll. 2. 5. Conclusion

L'étude phytochimique approfondie de P. lucida a conduit a I'isolement du glycérol (PLU 1), de
I'acide 1,5-di-O-caféoylquinique (PLU 2), du déhydrofalcarindiol (PLU 9) et de 6 nouveaux composés

appartenant a la famille des polyacétylenes (PLU 3 a PLU 8). Ces 9 composés n'ont jamais été isolés



des especes du genre Psiadia. Toutefois, deux isoméres de PLU 2, a savoir I'acide 3,4- et 3,5-di-O-

caféoylquinique, ont été retrouvés dans les feuilles de P. viscosa (Wang et al., 1992).

Le réseau moléculaire obtenu a partir de I'analyse CLUHP-SM?des deux fractions iso-hexanique
et méthanolique issues de I'extrait brut de P. lucida a mis en lumiére la présence d’autres composés,
a savoir des polyacétylénes tels que le falcarinol (PLU 10) et le falcarindiol (PLU 11), des flavonoides
tels que I'isokaempféride (PLU 18) et la névadensine (PLU 19), des acides hydroxycinnamiques comme
I'acide chlorogénique (PLU 16), un diterpene a savoir I'acide labdanolique (PLU 14) et une coumarine,

I'isoobtusitine (PLU 17).

L’évaluation des activités antipaludique, anti-inflammatoire et cytotoxique des composés

isolés a montré que parmi les 9 composés :

= 6 composés présentent une activité antipaludique (Clso entre 12,46 et 40,89 ug/mL). Il s’agit
des composés PLU 2 et PLU 5 a PLU 9.

= 2 composés affichent une activité anti-inflammatoire avec une non-toxicité sur les cellules

Raw : PLU 2 (Clso = 4,65 pg/mL) et PLU 9 (Clsp = 0,07 pug/mL).

= 6 composés nouveaux PLU 3 a PLU 8 démontrent une cytotoxicité prometteuse sur les lignées

cellulaires HepG2 et HT 29 (Clso entre 1,02 et 33,29 pg/mL).

Les recherches bibliographiques effectuées sur les potentiels biologiques des métabolites
spécialisés connus isolés et/ou détectés par I'analyse CLUHP-SM? de P. lucida a mis en évidence que
cette espéce est une source de molécules biologiquement actives (Tableaux XX et XXI - Annexe VII. -
Tome Il - pages 106-113), notamment des agents antifongiques (PLU 9, PLU 10, PLU 16, ...,
antidiabétiques (PLU 2, PLU 186, ...), antioxydants (PLU 12, PLU 18, PLU 19, ...) et anti-inflammatoires
(PLU 1, PLU 13, PLU 14, ...). Les activités antimicrobienne et anti-inflammatoire des composés comme
PLU 2, PLU 9, PLU 13 et PLU 18 justifient, par ailleurs, I'utilisation des feuilles de cette espece par la
pharmacopée locale. Ces différents résultats contribuent d'ores et déja a la conservation et a la

valorisation de cette espéece endémique de Madagascar.
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Chapitre 3. Etude phytochimique de Psiadia dentata

A I'issue des criblages chimique et biologique réalisés sur les onze espéces réunionnaises, les
extraits bruts de P. dentata présentaient des activités antiplasmodiale, anti-inflammatoire et
cytotoxique intéressantes (Mahadeo, 2018). Cette espéce a donc été sélectionnée pour une étude
phytochimique approfondie. Il est a rappeler que cette espéce est inscrite a la Pharmacopée francgaise

depuis 2019 (ANSM, 2021).

lll. 3. 1. Collecte et identification

Les collectes des feuilles de P. dentata se sont déroulées en collaboration avec le Parc National de
La Réunion avec l'aide de Messieurs Hermann THOMAS et Gabriel DEGUIGNE.

Les feuilles de P. dentata ont été collectées lors des travaux de thése de Mahadeo K. (2018)
sur quatre lieux différents a I'lle de La Réunion : au Colorado, a Dos d’Ane, au Maido et a Montauban
(Figure 70). Deux campagnes de collecte ont été réalisées en 2015 pour chaque localisation : la

premiére en été et la deuxieme en hiver. Huit lots de plante ont donc été obtenus (Mahadeo, 2018).

Figure 70 : Lieux de collecte de P. dentata.

Un échantillon de chaque lot a été déposé a I'Herbier de I'Université de La Réunion pour

identification. Un numéro d’accession a été attribué a chaque échantillon (Tableau XIV).

Tableau XIV : Description des lieux de collecte de P. dentata.

Lieu de collecte N° d’herbier (Eté) N° d’herbier (Hiver) Points GPS Alt. (m)
Colorado REU13139 REU13501 20°54’ 57,7”’S / 55°25’ 00,0”’E 750
Dos d’Ane REU13128 REU13480 20°58’ 32,8”’S / 55°23’ 21,5”E 1320
Maido REU13119 REU13497 21°1’ 14,1”S / 55°21’ 55,6"’E 1375
Montauban REU13487 REU13500 20°56’ 57,6”’S / 55°29’ 38,3"E 580

Alt. = altitude



lll. 3. 2. Extraction

L’extraction des composés non volatils a été effectuée dans le cadre des travaux de these de
Mahadeo K. (2018). Les feuilles de P. dentata collectées ont d’abord été séchées a |'étuve a une
température inférieure a 40 °C. Elles ont ensuite été broyées. L'extraction a été effectuée par de
I'acétate d’éthyle (AcOEt) au moyen d’une extraction accélérée par solvant (Accelerated Solvent
Extraction, ASE 300), répétée 4 fois afin d'épuiser le matériel végétal. L’AcOEt a été ensuite évaporé

sous pression réduite et I'extrait brut obtenu pour chaque échantillon a été conservé au froid a 4 °C.

Les rendements d'extraction ont été calculés par rapport a la matiére séche extraite et sont

présentés dans le tableau XV suivant.

Tableau XV : Rendements d’extraction des feuilles de P. dentata.

L. Masse de poudre végétale (g) Masse d’extrait brut (g) Rendement (%)
Localisation - . .. . . . .

Eté Hiver Eté Hiver Eté Hiver

Colorado 48,3 51,8 6,7 7,2 13,9 13,9

Dos d’Ane dm* 50,9 12,3 11,5 dm* 22,6

Maido 34,1 23,5 6,1 3,5 17,9 14,9

Montauban 51,7 42,7 8,6 8,2 16,6 19,2

dm* : donnée manquante

L'espéce P. dentata offre un bon rendement d’extraction variant de 6,1 a 19,3 % (Mahadeo,
2018).

lll. 3.3. Criblage biologique et choix de [I'extrait brut pour le

fractionnement

L’évaluation des activités antipaludique, anti-inflammatoire et cytotoxique a été réalisée par
Mahadeo K. Les tests antipaludique et cytotoxique ont été effectués au laboratoire de Pharmacognosie de
I'Université de Liége, en Belgique, sous la direction du Professeur Michel FREDERICH. Les tests anti-
inflammatoires ont été effectués au Centre de Recherche de I'Oxygéne, Recherche et Développement, de
I"Université de Liége, sous la direction du Docteur Ange MOUITHYS et du Docteur Thierry FRANCK.

Afin de sélectionner I'extrait brut a étudier, un criblage biologique a été effectué sur les 8
extraits bruts de P. dentata. Ces derniers ont été testés pour leurs activités antipaludique, anti-

inflammatoire et cytotoxique.

U Principes

= [’activité antipaludique a été évaluée sur le parasite Plasmodium falciparum (souche 3D7,
sensible a la chloroquine). La concentration des extraits bruts inhibant 50 % de la croissance parasitaire

(Clso) a été calculée.



= [’activité anti-inflammatoire a été évaluée sur I'enzyme Horseradish Peroxydase (HRP). La
concentration des extraits bruts a laquelle 50 % de la prolifération de I'enzyme est inhibée a été

calculée.

= Lacytotoxicité de chaque extrait a été évaluée sur les cellules cancéreuses Hela, responsables
du cancer du col de 'utérus. La Clso représente la concentration de I’échantillon a laquelle 50 % de la
prolifération cellulaire est inhibée.

U Résultats

Les résultats du criblage biologique des extraits bruts de P. dentata sont exposés dans le

tableau XVI suivant (Mahadeo, 2018).

Tableau XVI : Résultats du criblage biologique des extraits bruts de P. dentata.

. Activité antipaludique Activité anti-inflammatoire Activité cytotoxique
Lieu de collecte
(Clso en pg/mL) (Clso en pg/mL) (Clso en pg/mL)

Saison Eté Hiver Eté Hiver Eté Hiver
Colorado 8,4 16,8 3,9 2,3 41,1 33,9
Dos d’Ane 27,7 16,1 7,9 14,1 33,4 11,6
Maido 16,6 34,3 12,7 25,2 19,0 21,2
Montauban 14,4 15,4 9,6 3,3 48,3 35,3

L’évaluation des activités biologiques des extraits bruts de P. dentata a été effectuée en
s’appuyant sur un classement présenté dans les tableaux XVII et XVII (Bero et al., 2009 ; Bero & Quetin-

Leclercq, 2011).

Tableau XVII : Interprétation des résultats des tests antipaludiques et cytotoxiques.

Clso> 50 pug/mL Non actif

15 < Clso < 50 pg/mL Activité modérée
5 < Clso < 15 pg/mL Actif

Clso < 5 pg/mL Trés actif

Tableau XVIII : Interprétation des résultats des tests anti-inflammatoires.

Clso> 50 pg/mL Non actif
15 < Clso < 50 pg/mL Activité modérée
Clso < 15 pg/mL Actif

En se référant a ces classements, parmi les huit extraits bruts testés, sept se sont montrés
actifs voire trés actifs sur les cibles biologiques, avec des Clspallant de 2,3 a 14,4 pg/mL. Il s’agit des
extraits bruts de P. dentata collectée en été et en hiver au Colorado, a Dos d’Ane, a Montauban et

I’extrait brut de P. dentata collectée en été au Maido.



Parmi les sept extraits bruts, deux manifestent une activité biologique sur deux cibles a la fois
(antipaludique et anti-inflammatoire). Ce sont les extraits bruts des spécimens collectés pendant la

période estivale au Colorado et a Montauban.

Ces deux extraits ont donc été présélectionnés pour les étapes de purification. Afin de
comparer les deux échantillons et de choisir un extrait brut a fractionner, un profilage chimique par

CLHP-CAD a été effectué sur les deux échantillons (Figure 71).

Saison : été
Lieu de collecte : Montauban
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Figure 71 : Profils CLHP-CAD de deux extraits bruts de P. dentata bioactifs (antipaludique et
anti-inflammatoire).

L'analyse comparative des profils chromatographiques montre que les deux spécimens
présentent des profils chimiques quelque peu différents. Le spécimen provenant de Montauban
présente un profil plus riche avec notamment des composés ayant un temps de rétention aux

alentours de 25 min. En outre, il donne un rendement d’extraction plus élevé que celui du Colorado.

U Par conséquent, I'extrait brut de P. dentata collectée pendant la saison estivale a Montauban

a été sélectionné pour les étapes de fractionnements et de purification des principes actifs.

lll. 3. 4. Fractionnement et isolement des métabolites spécialisés

A partir de I'extrait brut de P. dentata sélectionné, plusieurs techniques ont été combinées
pour lisolement des métabolites spécialisés, notamment I’extraction liquide-liquide, la
Chromatographie Liquide Moyenne Pression (CLMP) et la Chromatographie Liquide a Haute
Performance (CLHP).

Les diverses étapes du fractionnement ont été suivies par analyse par CLHP couplée a un
détecteur a barrettes de photodiodes (DAD) et un détecteur d’aérosol chargé (CAD) ou un détecteur

évaporatif a diffusion de lumiére (ELSD) et/ou par CCM.



lll. 3. 4.1. Fractionnement de I’extrait brut par extraction liquide-liquide

Huit grammes de I'extrait brut AcOEt (récolte Montauban - été) ont été fractionnés par
extraction liquide-liquide au moyen d’isohexane et de méthanol non miscibles. L'opération a été
réalisée 3 fois puis les fractions iso-hexaniques ont été rassemblées (m = 4,5 g); les fractions
méthanoliques également (m = 3,4 g). L'extrait brut, les fractions iso-hexanique et méthanolique ont

ensuite été soumis a un criblage chimique et biologique.

U Criblage chimique

Le criblage chimique a été réalisé par CCM et par CLHP-DAD-CAD.

= Criblage chimique par CCM

Le criblage chimique a tout d’abord été réalisé par CCM sur plaque de silice en phase normale
éluée par un mélange de cyclohexane et d’AcOEt de proportion volumique 75/25 (v/v) et révélée aux
UV (254 nm) et par une solution de vanilline en présence d’acide sulfurique. Les résultats de ce criblage

sont présentés dans la figure 72 ci-apres.
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Conditions opératoires de la CCM

Concentration : 10 mg/mL

Dépdt : 10 ulL

Elution : Cyclohexane/AcOEt (75/25) (v/v)
Révélation : Vanilline sulfurique

Ebrut Fiso-hex.  FmeoH Ebrut  Fiso-hex. FmeoH

Figure 72 : Profils CCM de I'extrait brut AcOEt et des deux fractions de P. dentata.

Les résultats du criblage chimique par CCM montrent que les composés apolaires ont été
observés dans la fraction iso-hexanique et les composés les plus polaires semblent avoir été concentrés

dans la fraction méthanolique.

U Criblage chimique par CLHP

Les extraits bruts ont été par la suite analysés par CLHP sur une colonne en phase inverse

couplée a un détecteur DAD et un détecteur CAD (Figure 73).
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Figure 73 : Profils CLHP-CAD de I'extrait brut AcOEt et des deux fractions de P. dentata.

Colonne : Gemini C18, 150 x 4,6 mm  Eluants : H,0+0,1% AF/ACN+0,1% AF
Gradient : 80:20a 10:90 (45 min), 10:90a 0: 100 (15 min), 0 : 100 (10 min) Débit : 0,7 mL/min

A l'issue des résultats du criblage chimique par CLHP, le fractionnement est peu concluant. En
effet, la fraction iso-hexanique est a I'image de I'extrait brut avec une plus forte concentration des
composés élués entre 23 et 29 minutes. La fraction méthanolique, quant a elle, est beaucoup moins
riche en nombre de métabolites que la fraction iso-hexanique. Elle contient principalement des

composés polaires élués entre 17 et 24 minutes.

U Criblage biologique

Les tests d’activité anti-inflammatoire et cytotoxique ont été réalisés par I'équipe du Professeur
Evelyne OLLIVIER et du Maitre de Conférences Carole DI GIORGIO de I’Institut Méditerranéen de Biodiversité
et d'Ecologie marine et continentale (IMBE) de la Faculté de Pharmacie de I'Université d’Aix-Marseille,
France.

L'extrait brut et les deux fractions ont été testés sur différentes cibles biologiques afin

d’identifier les fractions bioactives et ainsi orienter la suite du fractionnement.

= Activité anti-inflammatoire

K/

%  Principe

L'activité anti-inflammatoire des fractions et de I'extrait brut a été évaluée in vitro sur des
macrophages de souris immortalisés (lignée cellulaire RAW 264.7) en déterminant la concentration

inhibant 50 % de la production de I'oxyde nitrique. Une évaluation de la viabilité des cellules a été



effectuée en paralléle pour valider I'activité. Le ratio anti-inflammatoire, qui est le rapport entre la
concentration inhibitrice de la viabilité cellulaire et la concentration inhibitrice de la production d’ON,

a également été calculé (Iskandar et al., 2018).
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<+ Résultats et discussion

Les résultats des tests anti-inflammatoires sont exposés dans la figure 74 suivante.
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Figure 74 : Activité anti-inflammatoire de I’extrait brut AcOEt et des fractions iso-hexanique et
méthanolique de P. dentata.

Ces résultats mettent en évidence que l'extrait brut et les fractions iso-hexanique et
méthanolique de I'extrait brut de P. dentata manifestent une activité anti-inflammatoire avec des Clso
entre 0,04 et 0,05 pg/mL.

Les valeurs respectives du ratio anti-inflammatoire qui sont égales a 26,5 et 33,9 pour les
fractions iso-hexanique et méthanolique et 133,7 pour I'extrait brut indiquent que I'extrait brut se

révele moins cytotoxique sur les cellules Raw que les fractions.



= Activité cytotoxique

/7

+* Principe

L'activité cytotoxique a été évaluée in vitro sur les cellules cancéreuses HEpG2, responsables
du cancer du foie humain et sur les cellules HT 29, responsables du cancer du c6lon en déterminant la
concentration de I’échantillon a laquelle 50 % de la prolifération cellulaire est inhibée (Hosry et al.,
2014).
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<+ Résultats et discussion

Les résultats des tests cytotoxiques sont exposés dans la figure 75 suivante.
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Figure 75 : Activité cytotoxique de I'extrait brut AcOEt et des fractions iso-hexanique et
méthanolique de P. dentata.

La fraction iso-hexanique de P. dentata est modérément active sur les deux lignées cellulaires
cancéreuses HepG2 et HT 29 avec des Clsp 18,65 et 18,63 pg/mL respectivement. La fraction
méthanolique, quant a elle, est modérément active sur les lignées cellulaires cancéreuses Hep G2

(Clso = 15,94 ug/mL) et active sur les lignées cellulaires cancéreuses HT 29 (Clso = 10,38 pug/mL).

Il faut toutefois noter que I'extrait brut affiche une forte activité cytotoxique sur les deux
lignées cellulaires cancéreuses. Cette cytotoxicité n’a été retrouvée ni dans la fraction iso-hexanique
ni dans la fraction méthanolique. Cela pourrait étre di a des phénomeénes de synergie entre les

différents constituants de I’extrait.

O En conclusion, a l'issue des résultats des criblages chimique et biologique réalisés, il a
finalement été envisagé I'isolement des métabolites spécialisés contenus dans les deux fractions iso-

hexanique et méthanolique.



lll. 3. 4. 2. Purification de la fraction iso-hexanique

Les travaux de purification des fractions ont débuté par la fraction iso-hexanique. L'isolement
des métabolites spécialisés a partir de cette fraction, décrit ci-apres, est illustré dans la figure 76

donnée au paragraphe lll. 3. 4. 4. - page 159.

Un total de 4,25 g de la fraction iso-hexanique a d’abord été fractionné par CLMP sur une
colonne de silice normale. L'élution a été réalisée au moyen d'un gradient de solvant de polarité
croissante isohexane/AcOEt/MeOH. L'opération a été effectuée 9 fois avec une masse d’environs 450

mg (soit un total de 4,25 g). Cela a permis I'obtention de 8 fractions.
Les analyses par CLHP-DAD-CAD des 8 fractions obtenues montrent que :
- Lafraction F1 est composée majoritairement d’acides gras et de caroténoides ;

- La fraction F2 contient la majorité des métabolites de la fraction iso-hexanique qui sont élués

entre 23 et 29 minutes.
- Les fractions F3 et F5 présentent des profils chimiques trés proches de la fraction F4 ;

- Lafraction F6 affiche un profil chimique proche de F7.

En conséquence, quatre fractions ont été sélectionnées pour la suite des travaux de

fractionnement et d’isolement des métabolites spécialisés. Il s’agit de F2, F4, F7 et F8.

= Fractionnement de F2, F4 et F7

Les fractions F2 (50 mg), F4 (45 mg) et F7 (70 mg) ont été soumises a un fractionnement par
CLHP semi-préparative sur une colonne en phase inverse (Gemini C18, 5 um, 250 x 10 mm) éluée par
un gradient eau + 0,1 % d’acide formique/acétonitrile + 0,1 % d’acide formique. La pureté de tous les

composés obtenus a été vérifiée par une analyse en CLHP-DAD-CAD.

A partir de la fraction F2, six composés notés PDE 1 (0,2 mg), PDE 2 et 3 (0,6 mg), PDE 4 (0,3
mg), PDE 5 (0,3 mg) et PDE 6 (0,8 mg) ont été isolés. Notons que les composés PDE 2 et 3 ont été

obtenus en mélange.

A partir de la fraction F4, six composés ont été obtenus. Il s’agit de PDE 7, isolé en mélange
avec PDE 4 (1,3 mg), PDE 8 (0,8 mg), PDE 9 et 10 isolés en mélange (0,9 mg) et PDE 11, isolé en mélange
avec PDE 10 (0,3 mg).

A partir de la fraction F7, neuf composés ont été isolés. Il s’agit de PDE 12 (0,5 mg), PDE 13 et
14 (1,1 mg) qui ont été obtenus en mélange, PDE 15 (0,6 mg), PDE 16 (1,3 mg), PDE 17 et PDE 18 (3,8

mg) et le mélange PDE 2 et 3 (2,1 mg) également isolé de la fraction F2.



= Fractionnement de F8

La purification de la fraction F8 a été réalisée par Guillaume SMAGGHE, étudiant de I’"Université de
Liege, en Belgique durant son stage ERASMUS au Laboratoire de Chimie et de Biotechnologie des Produits
Naturels (CHEMBIOPRO) de I’Université de La Réunion, France.

Dans un premier temps, 550 mg de cette fraction ont été soumis a un fractionnement par
CLMP sur une colonne de silice en phase normale éluée au moyen d'un gradient d’isohexane/AcOEt
de polarité croissante. Sept sous-fractions, notées SF1 a SF7, ont été obtenues a l'issue de ce
fractionnement. Les analyses par CLHP-DAD-CAD de ces sous-fractions ont permis de détecter la
présence des composés PDE 19 et PDE 20 dans les sous-fractions SF4 et SF5. Ces deux sous-fractions
ont donc été rassemblées (SF4+5) et soumises a un deuxieme fractionnement par CLMP sur une

colonne de silice en phase normale. Dix nouvelles sous-fractions ont été obtenues.

Afin de récupérer les deux composés, la sous fraction SF4+5.6 (6,7 mg), qui contient le
composé PDE 19, et la sous fraction SF4+5.8 (11,1 mg), qui contient le composé PDE 20, ont été
chacune soumise a une autre purification par CLHP semi-préparative sur colonne en phase inverse
(Gemini C18, 5 um, 250 x 10 mm) éluée a I'aide d’un gradient eau + 0,1 % d’acide formique/acétonitrile
+ 0,1 % d’acide formique. Les deux composés PDE 19 et PDE 20 ont été purifiés a hauteur de 0,4 mg et
0,5 mg respectivement. La pureté de ces métabolites isolés a été vérifiée par une analyse CLHP-DAD-

CAD.

lll. 3. 4. 3. Purification de la fraction méthanolique

La suite des travaux de purification a concerné la fraction MeOH. L’isolement des métabolites
spécialisés a partir de la fraction méthanolique décrit ci-aprés est illustré dans la figure 76 donnée au

paragraphe lll. 3. 4. 4. - page 159.

60 mg de cette fraction ont été purifiés par CLHP semi-préparative en phase inverse. L’élution
a été réalisée au moyen d’un gradient eau + 0,1 % d’acide formique/acétonitrile + 0,1 % d’acide
formique. Ce fractionnement a permis d’obtenir sept composés. Il s’agit de PDE 21 (1,1 mg), PDE 22
(5,0 mg), PDE 23 (2,3 mg), PDE 24 et 25 (2,9 mg) isolés en mélange et deux autres composés qui ont
déja été purifiés des fractions F2 et F7 de la fraction iso-hexanique : PDE 1 (0,6 mg) et PDE 12 (0,8 mg).

Le contrble de pureté de ces produits a été réalisé par une analyse CLHP-DAD-CAD.
lll. 3. 4. 4. Synthése du fractionnement opéré sur I’extrait brut de P. dentata
collectée en été a Montauban (La Réunion)

Le fractionnement de I'extrait brut de P. dentata collectée a Montauban a finalement conduit

a I'isolement de 25 métabolites PDE 1 a PDE 25 purs ou en mélange. Le fractionnement réalisé est



synthétisé dans la figure 76 ci-apres. Le profil CLHP-CAD de I'extrait brut avec I'annotation de ces 25

métabolites est présenté dans la Figure 155 - Annexe VIII. 21. - Tome Il - page 202.
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PDE X : Composés nouveaux isolés de P. dentata

Figure 76 : Fractionnement de |'extrait brut de P. dentata pour I'isolement des métabolites

PDE 1 a PDE 25.

I. 3. 5. Elucidation structurale des métabolites spécialisés isolés

L’identification des composés isolés a été réalisée au Spectropole d’Aix-Marseille Université durant

un séjour de recherche sous la direction du Docteur Gaétan HERBETTE.

L’élucidation structurale a été réalisée au moyen de diverses techniques analytiques :

la polarimétrie (pouvoir rotatoire),

I'infrarouge (IRTF),

la spectrométrie de masse haute résolution (SMHR),
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- larésonance magnétique nucléaire (RMN) monodimensionnelle (H, 3C), bidimensionnelle
homonucléaire (*H-H COSY, H-'H NOESY) et hétéronucléaire (*H-3C HSQC et H-3C
HMBC).

La combinaison de toutes ces techniques a conduit a I'élucidation structurale de :
- 15 composés mentionnés dans la littérature,
- 10 composés de structure nouvelle.

Les déplacements chimiques des atomes de carbone ont été attribués dans la majorité des cas
a partir des spectres *H-3C HSQC et H-13C HMBC. Les données analytiques des 25 composés figurent

en Annexe VIII - Tome Il - pages 115-201. Leur élucidation structurale est détaillée ci-aprés.

lll.3.5.1. Meétabolites spécialisés connus

Les 15 métabolites spécialisés connus peuvent étre regroupés en 3 familles a savoir : les
coumarines, les diterpénes et les flavonoides (Figure 77). Ces derniers constituent la trés grande

majorité des métabolites isolés. L’élucidation structurale de ces composés est détaillée ci-apreés.
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Figure 77 : Métabolites spécialisés connus isolés de P. dentata.

. Elucidation structurale du métabolite PDE 1

Les données spectrales du métabolite PDE 1 sont présentées en Annexe VIII. 1. - Tome |l -

pages 116-119.



Le composé PDE 1 a été isolé sous forme d’une poudre jaune. Sa formule moléculaire Ci15H160s
a été attribuée sur la base de son spectre SMHR en mode ESI*, révélant un ion pseudomoléculaire
[M+H]* a m/z 277,1000 (valeur calculée : m/z 277,1071). Cette formule moléculaire indique que la

structure comprend 8 insaturations.

Le spectre RMN *H montre la présence de deux groupements méthyles en position 4’ (814 1,82)
et 5’ (614 1,80), d’un groupe méthoxy (614 3,78) lié au carbone C-6, d’un groupement méthyléne en
1’(61n 4,65) et de quatre groupements éthyléniques en 3 (611 6,15), 4 (611 8,12), 8 (611 6,52) et 2’ (61n
5,52).

Le spectre RMN 3C montre la présence de 10 atomes de carbone aromatiques et éthyléniques,
d’un carbone d’une fonction lactone C-2 (613c 163,8), d’un groupement méthoxy (613c 61,3) lié a C-6

(613c 134,6) et de deux groupements méthyles en 4’ (813c 26,0) et 5’ (813c 18,3).

L’ensemble des corrélations homonucléaires *H-'H COSY et hétéronucléaires *H-3C HMBC
permettent d’identifier une coumarine avec une substitution en C-7 (813c 157,4) par un groupement
O-prényle. L’hypothése de structure obtenue correspond a l'isoobtusitine précédement décrite par
Fortin (Fortin et al., 2001). Une comparaison des spectres RMN H et 13C de I'isoobtusitine avec ceux

observés pour PDE 1 est présenté dans le Tableau XXII - Annexe VIII. 1. - Tome Il - page 116.

Isoobtusitine (PDE 1)

Cette élucidation structurale de I'isoobtusitine a permis de confirmer I'’étude métabolomique
effectuée par Mahadeo K. sur les composés non volatils des espéces du genre Psiadia de La Réunion.
En effet, les déplacements chimiques caractéristiques de l'isoobtusitine ont été retrouvés sur les
spectres RMN H des extraits bruts de P. dentata collectée sur quatre lieux géographiques a La Réunion

(Mahadeo, 2018).

L'isoobtusitine a été isolée pour la premiére fois en 2001 de P. dentata (Fortin et al., 2001). Il
est a noter que jusqu’a ce jour, c’est la premiere et la seule coumarine isolée du genre Psiadia (Murray,
1991). Cette appellation a été établie en se référant a son isomere I'obtusidine présentant une fonction
hydroxy en C-8, isolé des parties aériennes de Haplophyllum obtusifolium (Rutaceae) (Matkarimov et

al., 1982).



. Elucidation structurale du métabolite PDE 4

Les données spectrales du métabolite PDE 4 sont présentées en Annexe VIII. 3. - Tome Il -

pages 125-128.

Le composé PDE 4, isolé sous la forme d’une poudre jaune, possede une formule moléculaire
C17H1406, déterminée a partir de son spectre SMHR en mode ESI* avec un ion pseudomoléculaire

[M+H]* a m/z 315,0884 (valeur calculée : m/z 315,0863), soit 11 insaturations.

L’étude du spectre RMN *H du composé PDE 4 a mis en évidence la présence de 6 protons
aromatiques H-6 (614 6,21), H-8 (611 6,43), H-2’ et H-6" (611 8,09), H-3’ et H-5’ (611 7,09) et deux groupes
méthoxy (614 3,79) et (614 3,90) liés respectivement a C-3 et C-4’.

Le spectre RMN 3C présente 17 atomes de carbones : une fonction cétone C-4 (813c 176,0) ; 6
carbones sp? liés a un oxygéne (613c139,5 - 176,0) ; 6 carbones sp? non substitués (813 94,5 - 131,0), 2
carbones sp? substitués C-10 (813¢c 106,1) et C-1’ (813c 123,9) et deux carbones du groupe méthoxy (813c
55,8 et 60,2).

L'analyse SMHR combinée a I'ensemble des données spectrales RMN 1D et 2D a permis
d’identifier le composé PDE 4 comme étant la 5,7-dihydroxy-3,4'-diméthoxyflavone, appelée aussi
ermanine. Les déplacements chimiques RMN 'H et 3C de cette derniére (Castillo et al., 2015) et ceux

du composé PDE 4 sont présentés dans le Tableau XXIV - Annexe VIII. 3. - Tome Il - page 125.

Ermanine (PDE 4)

L'ermanine a été isolée pour la premiere fois en 1971 des bourgeons de Betula ermani
(Betulaceae) (Wollenweber, 1971). Elle est aussi présente dans plusieurs plantes telles que les parties
aériennes de Tanacetum microphyllum (Asteraceae) (Martinez et al., 1997), les résines de Passiflora
foetida (Passifloraceae) (Echeverri et al., 1991) et les résines de Baccharis dracunculifolia (Asteraceae)
(Filho et al., 2009). Elle fait également partie des molécules déja isolées des feuilles de P. dentata

(Jakobsen et al., 2001 ; Robin, 1999).

- Elucidation structurale du métabolite PDE 6

Les données spectrales du métabolite PDE 6 sont présentées en Annexe VIII. 5. - Tome Il -

pages 134-136.



Le composé PDE 6, de couleur jaune pale, a été obtenu sous forme pateuse. Il posséde une
formule moléculaire CisH1606, déterminée a partir de son spectre SMHR en mode ESI* avec un ion
pseudomoléculaire [M+H]*a m/z329,1028 (valeur calculée : m/z329,1020). Le nombre d’insaturations

calculé a partir de cette formule moléculaire est égal a 11.

Le spectre RMN 'H de PDE 6 présente 6 protons aromatiques H-6 (814 6,36), H-8 (8141 6,65), H-
2’ et H-6" (611 7,10) et H-3’ et H-5’ (611 8,11). Il met également en évidence trois groupes méthoxy, un
a 614 3,81 et deux a 614 3,90, liés respectivement a C-3, C-7 et C-4’.

L’analyse des données de la RMN 3C met en évidence une fonction cétone en C-4 (513c 168,2),
6 carbones sp? liés a un oxygéne (613c 140,0-168,2), 6 carbones sp? non substitués (813 93,2-131,3) et
2 carbones sp? substitués C-10 (813c 106,9) et C-1’ (813c 123,8).

L'ensemble des données spectrales indique la structure finale qui est le kaempférol 3,7,4'-
triméthyl éther. Par ailleurs, ces données sont en accord avec ceux du méme composé présentés dans

la littérature (Rossi et al., 1997) (Tableau XXVI - Annexe VIII. 5. - Tome Il - page 134).

Kaempférol 3,7,4'-triméthyl éther (PDE 6)

Isolé pour la premiéere fois des feuilles de Cheilanthes farinosa (Pteridophyta) (Erdtman et al.,
1966), le kaempférol 3,7,4'-triméthyl éther a été retrouvé dans plusieurs autres plantes, a savoir les
rhizomes de Kaempferia parviflora (Zinzinberaceae) (Yenjai et al., 2004), le tronc et les écorces d’Aniba
canellila (Laureaceae) (Rossi et al., 1997), les rhizomes de Zingimber zerumbet (Zingiberaceae) (Jang et
al., 2004) et les parties aériennes de Pallota saxatilis ssp. saxatilis (Lamiaceae) (Citoglu et al., 2008).

C'est la premiére fois que le kaempférol 3,7,4'-triméthyl éther est isolé du genre Psiadia.

. Elucidation structurale du métabolite PDE 7

Les données spectrales du métabolite PDE 7 sont présentées en Annexe VIII. 6. - Tome Il -

pages 137-139.

Le métabolite PDE 7 a été obtenu en mélange avec PDE 4, sous forme de poudre jaune. Sa
formule brute Ci17H1405 a été attribuée sur la base de son spectre SMHR en mode ESI* indiquant un ion
pseudomoléculaire [M+H]* a m/z 315,0884 (valeur calculée: m/z 315,0863) correspondant a la

formule moléculaire. Le nombre d’insaturations calculé a partir de cette formule brute est de 11.



La présence de deux composés a été décelée grace au dédoublement de signaux observé sur
le spectre RMN H. L'intensité relative des sighaux a permis d’évaluer les proportions relatives de PDE

4 et PDE 7, a savoir 80 : 20 respectivement.

Le spectre RMN *H de PDE 7 montre des protons aromatiques H-6 (814 6,31), H-8 (814 6,59), H-
2’et H-6’ (614 8,00), H-3’et H-5" (6114 6,92) ainsi que deux groupes méthoxy en 3 (611 3,79) et en 7 (61n
3,88).

Les données spectrales RMN 1D et 2D ont permis d’identifier le composé PDE 7 comme étant
la 5,4'-dihydroxy-3,7-diméthoxyflavone ou la kumatakénine. La comparaison des spectres RMN H et
RMN 13C de PDE 7 avec les données antérieures publiées (Villaflores et al., 2010) pour ce composé
(Tableau XXVII - Annexe VIIIl. 6. - Tome Il - page 137) a permis de conforter cette hypothése de

structure.

Kumatakénine (PDE 7)

La kumatakénine a été isolée pour la premiere fois a partir des graines d'Alpinia japonica
(Kimura et al., 1967a) et d'Alpinia kumatake (Zingiberaceae) (Kimura et al., 1967b). Ce métabolite a
également été isolé de plusieurs plantes telles que les bourgeons des fleurs de Syzygium aromaticum
(Myrtaceae) (Woo et al., 2017), les parties aériennes de Ballota glandulosissima (Lamiaceae) et la
plante entiere d’Astragalus membranaceus (Fabaceae) (Dungérdorzh & Petrenko, 1972). C'est la

premiere fois que la kumatakénine a été isolée du genre Psiadia.

. Elucidation structurale du métabolite PDE 8

Les données spectrales du métabolite PDE 8 sont présentées en Annexe VIII. 7. - Tome Il -

pages 140-142.

Le composé PDE 8 est obtenu sous la forme de cristaux jaunes clairs. Sa formule moléculaire
CisH1607 a été attribuée sur la base des données de SMHR en mode ESI* révélant un ion
pseudomoléculaire [M+H]*a m/z 345,0983 (valeur calculée : m/z 345,0969). Le nombre d’insaturations
déduit s’éleve a 11.

Sur le spectre RMN !H, on note la présence des protons H-6 (814 6,34) et H-8 (814 6,65 et trois
autres protons H-2’ (61n 7,74), H-5’ (611 6,95) et H-6" (614 7,69) ainsi que trois groupes méthoxy en 3
(611 3,81), 7 (614 3,89) et 3" (614 3,95).



Le spectre RMN 13C montre la présence de 15 atomes de carbone sp? (813c 93,1 a 180,2) dont
un carbone d’une fonction lactone C-4 (613c 180,2) et de trois groupements méthoxy en 3 (613c 60,6),

7 (613c 56,5) et3’ (613(: 56,5).

L’ensemble des données spectrales RMN 1D et 2D et la comparaison des spectres RMN H et
13C (Tableau XXVIII - Annexe VIII. 7. - Tome Il - page 140) avec les données disponibles dans la
littérature (Citoglu et al., 2003) a permis d’identifier le composé PDE 8 comme étant la 5,4'-dihydroxy-

3,7,3'-triméthoxyflavone ou le pachypodol.

OH o

Pachypodol (PDE 8)

Isolé pour la premiére fois du Pachypodanthium confine (Annonaceae) (Cavé et al., 1973), le
pachypodol a également été retrouvé dans les parties aériennes de Croton ciliatoglanduliferus
(Euphorbiaceae) (Gonzdlez-Vazquez et al., 2006), les feuilles de Calycopteris floribunda
(Combretaceae) (Ali et al., 2008) et les parties aériennes de Pogostemon cablin (Lamiaceae) (Kim et
al., 2019). Le pachypodol a déja été isolé lors des travaux de Jakobsen et al. (2001) des feuilles de

Psiadia dentata.

. Elucidation structurale des métabolites PDE 9 et PDE 10

Les données spectrales des métabolites PDE 9 et PDE 10 sont présentées en Annexe VIII. 8. -

Tome Il - pages 143-146.

Les composés PDE 9 et PDE 10 sont deux isomeéres qui ont été obtenus en mélange sous forme
d’une poudre jaune. Leur formule moléculaire a été déterminée a partir du spectre SMHR en mode
ESI* du mélange révélant un ion pseudomoléculaire unique a m/z [M+H]* 359,1138 (valeur calculée :

m/z 359,1125), correspondant a 11 insaturations.

L’étude du spectre RMN H, en revanche, a révélé un dédoublement de signaux suggérant la
présence de deux composés en mélange. A partir des intensités relatives de ces signaux dédoublés, |a

proportion 35 : 65 respectivement pour PDE 9 et PDE 10 a pu étre évaluée.

Concernant PDE 9, I'étude des données spectrales a conduit a la structure de la 5-hydroxy-

3,7,3',4'-tétraméthoxyflavone communément appelée rétusine. Aprés comparaison de I'ensemble des



données spectrales pour ce composé avec les données de la littérature (Mai et al., 2012), cette

hypothése de structure a été confirmée (Tableau XXIX - Annexe VIII. 8. - Tome Il - page 143).

Rétusine (PDE 9)

La rétusine a été isolée pour la premiere fois du cactus Ariocarpus retusus (Cactaceae)
(Dominguez et al., 1968). Elle a aussi été isolée en tant que composé majoritaire des rhizomes
d’Amomum koenigii J. F. Gmel (Phan et al., 2020) et des parties aériennes d’Origanum vulgare
(Lamiaceae) (Skoula et al., 2008). On I'a retrouvée également dans les feuilles d’Aglaia andamanica
(Meliaceae) (Puripattanavong et al., 2000) ainsi que dans quelques espéces de la famille des
Asteraceae telles que les parties aériennes d’Artemisia rupestris (Valant-Vetschera et al., 2003) et les
feuilles de Parthenium sp. (Harborne & Baxter, 1999). Cependant, elle n’a jamais été isolée du genre

Psiadia.

Concernant PDE 10, I'analyse des données spectrales a permis l'identification de la 5-hydroxy-
3,6,7,4'-tétraméthoxyflavone ou pendulétine 4’-méthyl éther. Les données spectrales de PDE 10 sont
en accord avec les données publiées pour cette molécule en 2006 par Paula et al. (Tableau XXX -

Annexe VIII. 8. - Tome Il - page 144).

Pendulétine 4’-méthyl éther (PDE 10)

Isolée pour la premiere fois des feuilles et des branches de Dodonaea lobulata (Sapindaceae)
(Dawson et al., 1966), la pendulétine 4’-méthyl éther a également été retrouvée dans les feuilles de
Perityle vaseyi (Asteraceae) (Southwick et al., 1972) et dans plusieurs plantes telles que les parties
aériennes de Ballota inaequidens (Lamiaceae) (Citoglu et al., 2005) et les feuilles de Callicarpa
longissima (Verbenaceae) (Liu et al., 2012). Elle a été isolée pour la premiére fois du genre Psiadia en

1991 dans les feuilles de I'espece P. punctulata (Abou-Zaid et al., 1991).



. Elucidation structurale du métabolite PDE 12

Les données spectrales du métabolite PDE 12 sont présentées en Annexe VIII. 10. - Tome Il -

pages 152-155.

Le composé PDE 12 a été isolé sous forme de poudre jaune. Sa formule moléculaire C1sH1607a
été déterminée a partir de son spectre SMHR en mode ESI* révélant un ion pseudomoléculaire [M+H]*
a m/z 345,0960 (valeur calculée : m/z 345,0969). Le nombre d’insaturations calculé a partir de cette

formule brute est de 11.

L’étude du spectre RMN 'H du composé PDE 12 réveéle la présence de 5 protons aromatiques
H-8 (614 6,50), H-2' et H-6 (611 8,04), H-3’ et H-5’ (611 6,97) et 3 groupes méthoxy en 3 (614 3,86), en
6 (61H 3,92) eten?7 (61H 3,96).

L’'ensemble des données spectrales RMN 1D et 2D a conduit a I’élucidation structurale de PDE
12 comme étant la 5,4'-dihydroxy-3,6,7-triméthoxyflavone, appelée aussi pendulétine. La
comparaison des déplacements chimiques 'H et 3C avec ceux du méme composé dans la littérature
(Bai et al., 2010) a permis de confirmer cette hypotheése de structure (Tableau XXXII - Annexe VIIl. 10.
- Tome Il - page 152).

OH O

Pendulétine (PDE 12)

La pendulétine, apres avoir été isolée pour la premiere fois en 1957 de Brickelia pendula
(Asteraceae) (Flores & Herran, 1958a), a été synthétisée par le méme équipe (Flores et al., 1958b). Elle
a également été isolée a partir d’autres plantes a savoir des feuilles de Flourencia cernua (Asteraceae)
(Dillon et al., 1976), des parties aériennes d’Artemisia arbuscula (Asteraceae) (Wollenweber & Dietz,
1980) et de Dracocephalum multicaule (Lamiaceae) (Oganesyan & Mnatsakanyan, 1992). Cependant,

elle n’a jamais été isolée des especes du genre Psiadia.

- Elucidation structurale des métabolites PDE 13 et PDE 14

Les données spectrales des métabolites PDE 13 et PDE 14 sont présentées en Annexe VIIl. 11.

- Tome Il - pages 156-160.

Les métabolites PDE 13 et PDE 14 ont été obtenus en mélange sous forme de poudre blanche.

L’étude du spectre SMHR du mélange obtenu en mode ESI* a permir d’établir la formule moléculaire



CioH130s soit 11 insaturations. En effet, son sepctre SMHR indique la présence d’un ion

pseudomoléculaire [M+H]* unique a m/z 375,1076 (valeur calculée : m/z 375,1074).

La présence des deux composés a été décelée grace au dédoublement de signaux observé sur
le spectre RMN H. L'intensité relative des signaux a permis de déterminer les proportions relatives

des métabolites constituant le mélange a savoir 65 : 35, respectivement pour PDE 13 et PDE 14.

Concernant le métabolite PDE 13, I'analyse des spectres RMN et la comparaison de ces
données avec celles de la littérature (Numonov et al., 2013) a permis d’attribuer a PDE 13 la structure
de la 5,4’-dihydroxy-3,6,7,3'-tétraméthoxyflavone communément appelée chrysosplénétine (Tableau

XXXIII - Annexe VIIIL. 11. - Tome |l - page 156).

OH o

Chrysosplénétine (PDE 13)

Isolée pour la premiere fois des feuilles de Lepidophyllum quadrangulaire (Asteraceae) (Bohm
& Stuessy, 2001), la chrysosplénétine a également été identifiée dans d’autres plantes telles que les
feuilles de Parthenium sp. (Asteraceae) (Rodriguez, 1977), les feuilles de Digitalis thapsi
(Plantaginaceae) (Teresa et al., 1980) et les fleurs de Chamomilla recutita (Asteraceae) (Repcak et al.,

1999). Cette molécule est signalée pour la premiere fois pour le genre Psiadia.

Concernant le métabolite PDE 14, I'étude des spectres RMN et I'analyse comparative avec les
données de la littérature (Brown et al., 2003) menent a la structure de la 5,3’-dihydroxy-3,6,7,4'-
tétraméthoxyflavone ou la casticine. Le Tableau XXXIV - Annexe VIII. 11. - Tome Il - page 157 résume

les données RMN du composé PDE 14.

Casticine (PDE 14)




La casticine a été retrouvée pour la premiére fois par M. Malet en 1903 dans les fruits de Vitex
agnus castus (Lamiaceae) (Horhammer et al., 1964). Ensuite, elle a été trouvée plus tard dans les
especes Vitex trifolia et Vitex neqgundo (Sirait et al., 1962) ainsi que dans six autres espéces du genre
Vitex (Chan et al., 2018). On I'a retrouvée aussi dans les feuilles de Parthenium sp. (Asteraceae)
(Rodriguez, 1977) et dans les feuilles de quelques espéces du genre Brickellia (Asteraceae) (Roberts et
al., 1980 ; Timmermann et al., 1979). En 1989, I'équipe de Wang a isolé la casticine des feuilles de

Psiadia trinervia (Wang et al., 1989).

. Elucidation structurale du métabolite PDE 15

Les données spectrales du métabolite PDE 15 sont présentées en Annexe VIII. 12. - Tome Il -

pages 161-164.

Le métabolite PDE 15 se présente sous la forme d'une huile incolore. Son spectre SMHR en
mode ESI* présente un ion pseudomoléculaire [M+H]* de masse m/z 333,2062, soit une formule
moléculaire CyoH2s04. La valeur théorique calculée pour cet ion est m/z 333,2060. A partir de cette

formule brute, il a été déduit que le composé PDE 15 posséde 7 insaturations.

Le spectre RMN H de PDE 15 a mis en évidence la présence d’un squelette labdane caractérisé
par les déplacements chimiques des protons H-1 a H-3, H-5 a H-7 et H-9 entre 614 1,14 et 2,38, d’un
groupe méthylidéne H-17 (611 4,48 et 4,90), de deux groupements méthyles en position 4 (614 0,73) et
10 (611 1,16) et de trois protons d’un cycle lactonique H-14 (611 5,86) et H-16 (614 4,70 et 4,75).

Le spectre RMN 3C montre la présence de 10 atomes de carbone caractéristiques d’un
squelette labdane a savoir C-1 (813c 38,6), C-2 (613c 18,5), C-3 (813c 37,1), C-4 (613¢ 47,5), C-5 (613c 49,7),
C-6 (813c 26,9), C-7 (613c 37,9), C-8 (613c 147,3), C-9 (613c 56,4) et C-10 (613c 39,2), d’un carbone du
groupe methylidene en C-8, de trois groupements méthylenes C-11 (613¢ 21,3), C-12 (613¢ 27,6) et C-16
(613¢ 73,3), d’'un carbone éthylénique C-14 (613¢c 115,3), de deux groupements méthyles en 4 (613¢c 14,8)
et 10 (613¢c 16,5) et de carbone d’une fonction lactone C-15 (813c 174,1) et d’'une fonction acide C-19
(613c 182,9).

L'ensemble des données spectrales RMN 1D et 2D a permis d’identifier un diterpene de
squelette labdane relié a un cycle y-lactone a,B-insaturé en 12. L’hypothése de structure obtenue
correspond a l'acide ent-labda-8(17),13-dién-15,16-olid-19-oique. La comparaison des données
spectrales RMN H et 3C de PDE 15 aux données de la littérature (Zdero et al., 1990a) a permis de
confirmer sa structure (Tableau XXXV - Annexe VIIl. 12. - Tome Il - page 161).
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Acide ent-8(17),13-labdadién-15,16-olid-19-oique (PDE 15)

Isolé pour la premiére fois par Henrick en 1965 de Ricinicarpos muricatus (Euphorbiaceae)
(Maniruddin & Ahmed, 1990), 'acide ent-8(17),13-labdadién-15,16-olid-19-oique a également été
retrouvé dans les parties aériennes de Brickellia california (Asteraceae) (Zdero et al., 1990b) et dans

quelques espéeces du genre Conyza (Asteraceae) (Maniruddin & Ahmed, 1990 ; Zdero et al., 1990a).

. Elucidation structurale du métabolite PDE 21

Les données spectrales du métabolite PDE 21 sont présentées en Annexe VIII. 17. - Tome Il -

pages 185-188.

Le métabolite PDE 21 pur a été obtenu sous la forme d’une poudre jaune. Sa formule
moléculaire C16H1,07a été établie a partir de son spectre SMHR, réalisé en mode ESI*, indiquant un ion
pseudomoléculaire [M+H]* a m/z 317,0649 (valeur calculée : m/z 317,0656). De cette formule, on en

déduit 11 insaturations.

Par ailleurs, les données de la RMN 'H et de la RMN 3C du composé PDE 21 étaient en tout
point comparables a celles de la 5,7,3',4'-tétrahydroxy-3-méthoxyflavone, appelée aussi 3-O-

méthylquercétine (Morales et al., 2006) (Tableau XL - Annexe VIII. 17. - Tome Il - page 185).

3-0-méthylquercétine (PDE 21)

La 3-O-méthylquercétine a été isolée pour la premiere fois en 1960 dans les fleurs de tabac

Nicotiana tabacum (Solanaceae) (Yang et al., 1960). Sa présence a également été signalée dans les



feuilles de tabac Nicotiana tabacum (Solanaceae) (Schwingel et al., 2014 ; Watanabe & Wender, 1965)
et dans plusieurs plantes telles que les feuilles d’Aegialitis annulata (Plumbaginaceae) (Harborne,
1967) et les fleurs de Neopoerteria sp. (Cactaceae) (lwashina et al., 1984). Dans la famille des
Asteraceae, elle a également été signalée dans les parties aériennes de Vernonia cinerea et V. patens
(Wagner et al., 1972), d’Eupatorium capillifolium et d’E. perfoliatum (Herz et al., 1972). Elle a déja été
isolée des feuilles de P. trinervia (Asteraceae), une espéce du genre Psiadia endémique de Maurice
(Wang et al., 1989) et a été utilisée comme témoin pour I'évaluation des activités antivirales de

quelques composés isolés de P. dentata (Robin et al., 2001).

. Elucidation structurale du métabolite PDE 22

Les données spectrales du métabolite PDE 22 sont présentées en Annexe VIII. 18. - Tome Il -

pages 189-191.

Le composé PDE 22 a été isolé sous forme d’une poudre jaune. Sa formule moléculaire C16H1,06
a été établie par ESI*- SMHR a partir de la molécule protonée [M+H]* a m/z 301,0723 (valeur calculée :

m/z 301,0707). Le nombre d’insaturations déduit s’éléve a 11.

Les données spectrales RMN 'H et 3C sont trés proches de celles de PDE 4 identifié
précédemment comme étant I’ermanine. On retrouve les 6 protons aromatiques H-6 (614 6,28), H-8
(611 6,28), H-2’ et H-6" (614 8,02) et H-3’ et H-5" (811 6,96). Cependant pour PDE 22, un seul groupe

méthoxy positionné en 3 (614 3,87) a été observé.

L'ensemble des données spectrales permet d’identifier le composé PDE 22 comme étant
I'isokaempféride. Cette structure a été confirmée par la comparaison du spectre RMN H et 3C de ce
produit avec celui de la littérature (Bianchi et al., 2019) (Tableau XLI - Annexe VIII. 18. - Tome Il - page
189).

Isokaempféride (PDE 22)

Isolé pour la premiére fois des racines d’Alpinia galanga (Zinginberaceae) (Jahns, 1881),
I'isokaempféride a aussi été isolé dans plusieurs plantes telles que les feuilles de Pityrogramma
triangularis var. triangularis (Pteridaceae) (Smith, 1980) et les parties aériennes de Dracocephalum
multicaule (Lamiaceae) (Oganesyan & Mnatsakanyan, 1992). Il a également été trouvé dans la famille

des Asteraceae, notamment dans les feuilles de Chrysothamnus viscidiflorus (Urbatsch et al., 1975),



d’Ericameria diffusa (Urbatsch et al., 1976) et d’Eupatorium tenuifolium (Moreno et al., 1980). L’étude
phytochimique des feuilles de P. trinervia (Wang et al., 1989), de P. terebinthina (Marie et al., 2006) et

de P. dentata (Robin et al., 1998) ont également conduit a I'isolement de ce composé.

. Elucidation structurale du métabolite PDE 23

Les données spectrales du métabolite PDE 23 sont présentées en Annexe VIII. 19. - Tome Il -

pages 192-195.

Le métabolite PDE 23 a été obtenu sous forme d’une poudre jaune. Sa formule moléculaire
C17H1407 a été attribuée sur la base de son spectre SMHR obtenu en mode ESI* indiquant la présence
d’un ion pseudomoléculaire [M+H]* a m/z 331,0810 (valeur calculée : m/z 331,0812). Le nombre

d’insaturations calculé a partir de cette formule moléculaire est égal a 11.

Cing groupes de protons aromatiques H-6 (611 6,28), H-8 (611 6,41), H-2’ (6114 7,05), H-5" (614
7,67) et H-6" (611 7,70) et deux groupes méthoxy positionnés en 3 (614 3,86) et en 3’ (611 3,98) ont été
observées sur le spectre RMN H de PDE 23.

Les données spectrales de PDE 23 et la comparaison des spectres RMN *H et 3C avec les
données de la littérature (Wang et al., 2010) (Tableau XLII - Annexe VIII. 19. - Tome Il - page 192) ont
permis d’attribuer a PDE 23 |a structure de la 5,7,4’-trihydroxy-3,3'-diméthoxyflavone, communément

appelée 3,3’-di-O-méthylquercétine.

3,3’-di-O-méthylquercétine (PDE 23)

La 3,3’-di-O-méthylquercétine a été isolée pour la premiéere fois, avec la 3-O-méthylquércétine
(PDE 21) des fleurs de tabac Nicotiana tabacum (Solanaceae) (Yang et al., 1960). Elle a également été
retrouvée dans plusieurs plantes comme les bourgeons de |'espéce Aesculus hippocastanum
(Sapindaceae) (Wollenweber & Egger, 1970), les parties aériennes d’Artemesia heptapotamica
(Asteraceae) (Nedel’ko & Nikonov, 1987) et les inflorescences de Cyperus alopecuroides (Cyperaceae)
(Nassar et al., 2002). En 1989, ce composé a été isolé pour la premiere fois du genre Psiadia,

notamment dans les feuilles de P. trinervia (Asteraceae) (Wang et al., 1989).



. Elucidation structurale du métabolite PDE 24

Les données spectrales du métabolite PDE 24 sont présentées en Annexe VIII. 20. - Tome Il -

pages 196-201.

Le métabolite PDE 24 a été obtenu en mélange avec PDE 25 sous forme d’une poudre jaune

pale. Le spectre SMHR en mode ESI* du mélange a permis d’attribuer :

- une formule moléculaire C10HsOs pour PDE 24 3 partir de I'ion pseudomoléculaire [M+H]*a m/z

209,0455 (valeur calculée : m/z 209,0445), soit 7 insaturations.

- une formule moléculaire Ci1sH160s pour PDE 25 a partir de I'ion pseudomoléculaire [M+H]* a
m/z 277,1083 (valeur calculée : m/z 277,1071), soit 8 insaturations.

Le dédoublement de signaux observé sur le spectre RMN 'H confirme la présence de

deux composés en mélange. A partir des intensités relatives de ces signaux dédoublés, la

proportion respective 65 : 35 entre les deux composés PDE 24 et PDE 25 a pu étre évaluée.

Concernant le métabolite PDE 24, I'étude des données spectrales et la comparaison des
données spectrales RMN *H et *C de ce composé avec les données de la littérature (Yang et al., 2017)
(Tableau XLIII - Annexe VIII. 20. - Tome Il - page 196) permet d’attribuer a PDE 24 la structure de la

fraxétine.

Fraxétine (PDE 24)

Isolée pour la premiére fois en 1857 de I'écorce de Fraxinus excelsior (Oleaceae) (Wessely &
Demmer, 1928), la fraxétine a également été isolée de plusieurs plantes comme les écorces de la tige
de Jatropha podagrica (Euphorbiaceae) (Minh et al., 2019) et tous les organes de I'espece Echites
hirsuta (Apocynaceae) (Chien et al., 1979). Elle a été retrouvée dans quelques espéces de la famille des
Asteraceae telles que les fleurs, les tiges et les racines de Rhanterium suaveolens (Hitana et al., 2019),
la plante entiere d’Ajania salicifolia (Shi et al., 2017) et les parties aériennes de Tanacetum alyssifolium

(Altay et al., 2020). La fraxétine n’a jamais été isolée des espéeces du genre Psiadia.

Concernant le métabolite PDE 25, de structure nouvelle, son élucidation structurale a été

décrite au paragraphe lll. 5. 2. - page 200.



Il. 3. 5. 2. Métabolites spécialisés nouveaux

L’élucidation structurale des 10 composés nouveaux est détaillée ci-aprés.

. Elucidation structurale des métabolites PDE 2 et PDE 3

Les données spectrales des métabolites PDE 2 et PDE 3 sont présentées en Annexe VIII. 2. -

Tome Il - pages 120-124.

Les composés PDE 2 et PDE 3 ont été obtenus en mélange sous forme d’une poudre jaune.
Leur formule moléculaire C;sH3s0¢ a été établie apres une étude du spectre SMHR du mélange obtenu
en mode ESI*, indiquant la présence d’un ion pseudomoléculaire unique [M+H]*am/z433,2588 (valeur

calculée : m/z 433,2585). Le nombre d’insaturations calculé a partir de cette formule brute est de 8.

L'analyse du spectre IRTF du mélange a montré par ailleurs des bandes d’absorptions
maximales & 2925,27 cm? (CH, asymétrique) ; 2853,41 cm™(CH, symétrique) ; 1757,45cm?
(C=0 conjugué) ; 1645,63 cm™ (C=C conjugué) et 1260,23 cm™ (C-C).

La présence d’un mélange 50 : 50 de deux diastéréoisomeres n’a été en réalité détectée qu’a
partir du dédoublement des signaux sur le spectre RMN 3C. La proportion 50 : 50 a été évaluée a partir

de l'intensité relative des signaux observés.

L’étude des spectres RMN H et RMN 3C a permis de mettre en évidence, dans un premier
temps, la présence d’une structure diterpénique de type labdane grace aux déplacements chimiques
caractéristiques suivants : C-1 (813c 36,8 ; 611 1,29 et 1,82), C-2 (613c 24,4 ; 611 1,73 et 1,91), C-3 (613
74,3 ; 611 4,97), C-4 (613c 42,9), C-5 (613c 46,0 et 46,1 ; 614 1,74), C-6 (613¢c 23,3 ; 614 1,37 et 1,75), C-7
(613c 37,6 ; 611 2,08 et 2,39), C-8 (613c 147,2 et 147,3), C-9 (613c 55,9 et 56,1 ; 614 1,75) et C-10 (613c
39,2). Ce diterpéne est par ailleurs substitué par un méthyle en C-10 et disubstitué en C-4 (Souza et
al., 2015). Le déplacement chimique, déblindé, du proton H-3 (614 4,97) indique en outre qu’il est lié a

un atome d’oxygene.

Sur le spectre RMN H, des signaux singulets H-17 (8.4 4,51 et 4,89), typiques d’un groupe
méthylidéne ont également été observés. La corrélation hétéronucléaire H-3C HMBC entre ces
protons H-17 et les carbones C-7 (813c 37,6), C-8 (613c 147,3) et C-9 (613c 56,1) a permis de lier ce groupe

au carbone C-8.

L’enchainement carboné proposé (Figure 78) a été confirmé par I'’ensemble des corrélations

'H-'H COSY et *H-*C HMBC.



== Corrélation *H-'H COSY
- : Corrélation *H-3C HMBC

Figure 78 : Corrélations COSY et HMBC clés du squelette labdane de PDE 2 et PDE 3.

Dans un second temps, deux groupes méthyles vinyliques H-4’ (8114 1,98) et H-5" (614 1,87) et
un méthyne d’éthyléne H-3’ (814 6,12) ont été observés sur le spectre RMN H. Les protons H-4’
montrent une corrélation homonucléaire *H-H COSY avec le proton H-3’. Ceci caractérise un résidu
angéloyle (Murakami et al., 2000 ; Zhang & Li, 2007). Cette structure est également confirmée par la
corrélation *H-3C HMBC entre les protons H-5" (514 1,87) et les carbones C-1’ (813¢ 169,3), C-2” (813c
127,7) et C-3’ (613c 139,5) ainsi qu’entre les protons H-4 (614 1,98) et ces mémes carbones (Figure 79).

== - Corrélation H-'H COSY

7 : Corrélation *H-3C HMBC

Figure 79 : Corrélations COSY et HMBC clés du motif angéloyle de PDE 2 et PDE 3.

Les corrélations hétéronucléaires *H-1*C HMBC entre le proton H-3 (814 4,97) et le carbone C-

1’ (613c 169,3) permettent de relier le groupe angéloyle a I'oxygene porté par C-3 (Figure 82).

Par ailleurs, H-3 montre des corrélations avec les carbones C-18 (613c 13,0) (groupe méthyle)
et C-19 (613c 64,5) (groupement méthylene) ; de méme, H-18 (611 0,68) et H-19 (614 2,91 et 3,36) sont
corrélés au carbone C-4 (813c 42,9) (Figure 80). Enfin, les signaux des protons méthyléniques reliés au
carbone C-19 (613c 64,5) sont déblindés, ce qui signifie qu’ils sont liés a un oxygene. Ce qui conduit a la

structure ci-aprés.
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Figure 80 : Positions respectives des groupes méthyle, hydroxyméthyle et angéolyle sur le squelette
labdane de PDE 2 et PDE 3.

Dans un troisitme temps, les corrélations H-3C HMBC entre les protons H-14 et H-16

résonant respectivement a 614 5,86 et 5,97 sous forme de singulet et les carbones C-14, C-15 et C-16



résonant respectivement a 613c 117,3 ; 170,2 et 99,4 ont été étudiées. Ainsi, les corrélations observées
entre le proton H-14 et les carbones C-15 et C-16 et entre le proton H-16 et les carbones C-14 et C-15
ont permis d’établir un cycle buténolide substitué en B (Figure 81). Le déplacement chimique du
carbone C-16 (613c 99,4) indique en outre la présence d’'un second groupement hydroxyle sur ce

carbone.

Enfin, le spectre RMN H montre deux groupes de protons résonant entre 1,68-1,80 ppm (H-
11) et 2,34-2,52 ppm (H-12). Il s’agit de groupements méthylénes. Les corrélations homonucléaires H-
'H COSY entre le proton H-9 (814 1,75) et H-11 et entre les protons H-11 et H-12 indiquent
I’enchainement des carbones C-9, C-11 et C-12. En outre, les protons H-12 corrélent avec le carbone
C-14 (613¢ 117,3) du cycle buténolide. Sachant que le carbone C-13 (813c 171,4) est quaternaire, le cycle
hydroxybuténolide est donc rattaché au carbone C-12. L’enchainement du motif proposé est

représenté dans la figure 81.

A noter toutefois que la stéréochimie du squelette labdane rattaché au motif angéloyle est
discutée dans le paragraphe lll. 3. 6. - page 192. Comme cette configuration est bien définie et que la
majorité des signaux dédoublés observés sur le spectre RMN 3C se trouve sur le cycle buténolide, il
est fort probable que les deux diastéréoisoméres PDE 2 et PDE 3 ne se distinguent que par la

stéréochimie du carbone asymétrique C-16 c’est-a-dire la position du groupe hydroxyle en Rou S.

HO=— R :PDE2
HO ttriee-- S:PDE3

== - Corrélation H-'H COSY
7" Corrélation H-13C HMBC

Figure 81 : Corrélations COSY et HMBC clés du motif buténolide de PDE 2 et PDE 3.

Par conséquent, I'ensemble des données spectrales analysées a permis d’identifier les
composés PDE 2 et PDE 3 comme étant le 3a-angéoyloxy-19,16(R)-dihydroxy-ent-labda-8(17),13-dién-
15,16-olide et le 3a-angéoyloxy-19,16(S)-dihydroxy-ent-labda-8(17),13-dién-15,16-olide. Il s’agit de

deux nouvelles structures.



3a-angéoyloxy-19,16(R)-dihydroxy-ent-labda- 3a-angéoyloxy-19,16(S)-dihydroxy-ent-labda-
8(17),13-dién-15,16-olide (PDE 2) 8(17),13-dién-15,16-olide (PDE 3)

Il est & noter que la comparaison des données spectrales RMN *H et *C de ces composés aux
données antérieures (Tableau XXIIl - Annexe VIII. 2. - Tome Il - page 121) a mis en évidence des
similitudes avec le diterpéne 3a-angéoyloxy-19-hydroxy-ent-labda-8(17),13-dién-15,16-olide (Figure
82) de formule brute CysH360s. Ce composé a été isolé des parties aériennes de Gutierrezia solbrigii
(Asteraceae) (Jakupovic et al., 1985). Les structures des composés PDE 2 et PDE 3 différent de celle du
composé isolé par Jakupovic et son équipe au niveau du carbone C-16. Alors que ce dernier est rattaché
a une fonction hydroxyle pour les composés PDE 2 et PDE 3, il correspond a un méthyléene pour le 3a-

angéoyloxy-19-hydroxy-ent-labda-8(17),13-dién-15,16-olide.

HO mm— . o o
R :PDE2 o // o //

VY VY

HO v S:PDE3

PDE 2 et PDE 3 3a-angéoyloxy-19-hydroxy-ent-labd-8(17),13-dién-15,16-olide

Figure 82 : Structures des composés PDE 2 et PDE 3 (gauche) et du 3a-angéoyloxy-19-hydroxy-ent-
labd-8(17),13-dién-15,16-olide (droite).

. Elucidation structurale du métabolite PDE 5

Les données spectrales du métabolite PDE 5 sont présentées en Annexe VIII. 4. - Tome Il -

pages 129-133.



Le composé PDE 5 a été isolé sous forme d’une pate blanche. Sa formule brute C;;H3,05 a été
obtenue a partir de son spectre SMHR en mode ESI* révélant un ion pseudomoléculaire a [M+H]*a m/z

379,2486 (valeur calculée : m/z 379,2400), soit 6 insaturations.

L'analyse du spectre IRTF du composé PDE 5 a montré des bandes d’absorptions maximales a
3305,19 cm? (0O-H d’une fonction acide); 2962,95 cm™ (CHs asymétrique); 2922,93 cm? (CH;
asymétrique) ; 2853,19 cm™ (CH, symétrique) ; 1714,84 cm™(C=0) et 1260,58 cm™ (C-C).

Le composé PDE 5 présente des spectres RMN *H et 3C mono- et bidimensionnels (COSY,
HSQC, HMBC et NOESY) similaires a ceux des composés PDE 2 et PDE 3 identifiés précédemment. En
effet, on retrouve les déplacements chimiques caractéristiques du squelette labdane, substitué en C-
3 par le groupe angéloyle, en C-4 (813c 43,5) par un groupe méthyle et hydroxyméthyle, substitué en
C-8 (613c 147,4) par un groupe méthyléne exocyclique et en C-10 (813c 39,2) par un groupe méthyle. On

retrouve aussi le motif linéaire liant C-9, C-11 et C-12.

La différence entre PDE 5 et les deux diastéréoisomeres PDE 2 et PDE 3 se situe au niveau du
carbone C-12. Sur le spectre *H-3C HMBC, les protons H-11 (814 1,68 et 1,90) et les protons H-12 (814
2,32 et 2,53) corrélent avec le carbone C-13 dont le déplacement chimique &i13c 177,2 est
caractéristique d’une fonction carbonyle. Aucune autre tache de corrélation n’a été observée pour ce
carbone. En tenant en compte de la présence des vibrations OH & 3305,19 cm™ et C=0 3§ 1714,84
cm?, de la formule brute CxH340s du composé et de I'ensemble des atomes déja utilisés pour
I’enchainement de la structure, nous en déduisons que le carbone C-12 est lié a un acide carboxylique

(Figure 83).

= Corrélation *H-'H COSY

- : Corrélation *H-3C HMBC

Figure 83 : Corrélations COSY et HMBC clés du motif lié a C-9 du composé PDE 5.

Les données spectrales obtenues ont permis d’attribuer au composé PDE 5 la structure de
I'acide 3a-angéoyloxy-16-hydroxy-ent-labda-8(17)-én-13-oique. Il s’agit d’'un composé nouveau. Sa

stéréochimie est discutée dans le paragraphe lll. 3. 6. - page 192.



Acide 3a-angéoyloxy-16-hydroxy-ent-labda-8(17)-én-13-oique (PDE 5)

Une comparaison des données spectrales RMN *H et 1*C de PDE 5 aux données de la littérature
(Tableau XXV - Annexe VIII. 4. - Tome Il - page 130) a mis en évidence des similitudes en partie avec
la structure de I'acide 3a-hydroxy-ent-labd-8(17)-én-13-oique (Figure 84), un composé intermédiaire
obtenu lors de la synthése du Négundoine A (Tapia et al., 2014). La différence relevée entre ces deux
composés concerne les motifs rattachés a C-3 et C-4. Alors que le carbone C-3 est lié a un groupe
hyxdroxy et que le carbone C-4 est substitué par deux groupements méthyles pour le dérivé de I'acide
3a-hydroxy-ent-labd-8(17)-én-13-oique, ces mémes carbones sont rattachés respectivement au

groupement angéloyle et aux groupements méthyle et hydroxyméthyle pour PDE 5.

Oj/OH Oj/OH

PDE 5 Acide 3a-hydroxy-ent-labd-8(17)-én-13-oique

Figure 84 : Structures du composé PDE 5 (gauche) et de I'acide 3a-hydroxy-ent-labd-8(17)-én-13-
oique (droite).

- Elucidation structurale du métabolite PDE 11

Les données spectrales du métabolite PDE 11 sont présentées en Annexe VIII. 9. - Tome Il -

pages 147-151.

Le métabolite PDE 11 a été obtenu en mélange avec PDE 10 et un autre dérivé de diterpéne
ent-labdane. lls ont été obtenus sous la forme d'une huile blanche. Le spectre SMHR en mode ESI* de
PDE 11 a révélé un ion pseudomoléculaire [M+NH4]" a m/z 420,3108 correspondant a une formule

moléculaire CysH3s04, soit 7 insaturations. La valeur théorique calculée pour cet ion est m/z 420,3109.



L'analyse du spectre IRTF du composé PDE 11 a montré des bandes d’absorptions maximales
a 2961,09 cm™ (CH3 asymétrique) ; 2923,93 cm™ (CH, asymétrique) ; 2854,03 cm™ (CH, symétrique) ;
1733,22 cm™(C=0 conjugué) ; 1672,80 cm™ (C=C conjugué) ; 1259,70 cm™ (C-C) ; 1021,50 cm™ (C-0) et
797,63 cm™® (C-H aromatique).

La présence de 3 composés en mélange a été détectée grace au détriplement de signaux
observés sur le spectre RMN *H. L'intensité relative des signaux observés a permis d’évaluer leurs
proportions relatives, a savoir 43 : 39 : 18 respectivement pour PDE 11, PDE 10 et un autre dérivé de

diterpene ent-labdane qui n’a pas pu étre identifié.

L’étude des spectres RMN *H et 3C du composé PDE 11 a mis en évidence plusieurs signaux
similaires a ceux observés pour les composés PDE 2 et PDE 3 identifiés précédemment. Il s’agit des
signaux caractéristiques du squelette labdane, du groupe angéloyle, du groupe méthyléne exocyclique
en C-8 et du motif linéaire C-9, C-11 et C-12. Les corrélations des spectres RMN 'H-'H COSY et H-'3C
HMBC pour ces signaux permettent de confirmer la partie de la structure de PDE 11 identique a celle

des composés PDE 2 et PDE 3 (Figure 85).

&y o" I l mmm : Corrélation H-'H COSY
7 A : Corrélation *H-3C HMBC

Figure 85 : Corrélations COSY et HMBC clés du squelette labdanique et du motif angéloyle de PDE 11.

La différence entre les structures de PDE 11 et des deux diastéréoisoméres PDE 2 et PDE 3
concerne le motif lié au carbone C-12. Le spectre RMN *H montre la présence supplémentaire de
protons d’'un groupe méthyle H-16 (614 2,22), d’un proton H-15 fortement déblindé a &4 9,96
correspondant a une fonction aldéhyde et d’un proton éthylénique H-14 (614 5,83) couplant a 8,2 Hz

avec le proton aldéhydique.

Les corrélations hétéronucléaires *H-13C HMBC entre les protons H-16 (814 2,22) et les carbones
C-14 (613c 128,1), C-15 (613¢c 193,6) (faible corrélation) et C-12 (613c 40,5) ; entre le proton H-14 (614
5,83) et les carbones C-16 (613c 17,6) et C-12 (613¢c 40,5) et entre le proton aldéhydique H-15 (614 9,96)
et le carbone C-14 (613c 128,1) ont permis d’établir le motif structural de la chaine carbonée liée au

squelette labdanique en C-9 (Figure 86).



K : Corrélation *H-'H NOE
- : Corrélation H-3C HMBC

Figure 86 : Corrélations NOE et HMBC clés du substituant en C-12 de PDE 11.

Par conséquent, ces résultats permettent d’identifier le composé PDE 11 comme étant le 3a-
angéloyloxy-19-hydroxy-ent-labda-8(17),13E-dién-15-al. Il s’agit d’'un composé nouveau. Sa

stéréochimie est discutée dans le paragraphe lll. 3. 6. - page 192.

16 H

&

3a-angéloyloxy-19-hydroxy-ent-labda-8(17),13E-dién-15-al (PDE 11)

Une comparaison des données spectrales du composé PDE 11 aux données spectrales du 3a-
angéloyloxy-15,19-dihydroxy-ent-labda-8(17),13E-diene (Figure 87), un composé ayant une structure
proche de PDE 11 a été réalisée (Bohlmann et al., 1984) (Tableau XXXI - Annexe VIII. 9. - Tome |l -
page 148). La différence entre les deux composés est observée au niveau du carbone C-15. Dans la
structure du 3a-angéloyloxy-15,19-dihydroxy-ent-labda-8(17),13E-diéne, ce carbone est lié a une

fonction hydroxyle tandis que dans PDE 11, il correspond a une fonction aldéhyde.

PDE 11 3a-angéloyloxy-15,19-dihydroxy-ent-labda-8(17),13E-diéne

Figure 87 : Structures du composé PDE 11 (gauche) et du 3a-angéloyloxy-15,18-dihydroxy-ent-labda-
8(17),13E-diéne (droite).



. Elucidation structurale du métabolite PDE 16

Les données spectrales du métabolite PDE 16 sont présentées en Annexe VIII. 13. - Tome Il -

pages 165-169.

Le composé PDE 16 a été isolé sous forme d’une pate blanche. Sa formule moléculaire C;7H440s
a été établie sur la base de son spectre SMHR en mode ESI" révélant un ion pseudomoléculaire [M-H]
a m/z 495,2049 (valeur calculée : m/z 495,2963). Le nombre d’insaturations calculé a partir de cette

formule brute est de 6.

L'analyse du spectre IRTF du composé PDE 16 a montré des bandes d’absorptions maximales
a 2953,43 cm™ (CHs asymétrique) ; 2928,60 cm™ (CH, asymétrique) ; 2854,20 cm™ (CH, symétrique) ;
1691,99 cm™(C=0 conjugué) ; 1644,44 cm™ (C=C conjugué) et 1239,16 - 1259,70 cm™ (C-C) et 1021,85
cm™ (C-0).

Les données spectrales RMN 'H et *C de PDE 16 mettent en évidence une similarité avec ceux
de PDE 2, PDE 3, PDE 5 et PDE 11. En effet, les déplacements chimiques caractéristiques du squelette
labdane substitué en C-4 par un groupe méthyle et hydroxyméthyle, en C-3 par un groupement
angéloyle, en C-8 par un groupe méthyléne exocyclique ainsi que du motif linéaire C-9, C11 et C-12 ont
été observés. Les différentes corrélations 2D (Figure 88) ont permis de confirmer cette partie de la

structure.

== - Corrélation *H-'H COSY
7~ Corrélation H-13C HMBC

Figure 88 : Corrélations COSY et HMBC clés du squelette labdane et des substituants en C-3, C-4 et C-
9 de PDE 16.

Les spectres RMN *H et 3C de PDE 16 ont également montré trois signaux déblindés H-14 (8514
3,95), H-15 (&1n 4,90) et H-16 (614 4,75) indiquant que ces protons sont proches d’un oxygene. Le
déplacement chimique du carbone C-14 (613c 80,4) montre que ce dernier est lié a une fonction

hydroxyle. Deux groupes méthoxy CH30-15 (814 3,47) et CH30-16 (814 3,40) ont été également signalés.

Les corrélations hétéronucléaires H-1*C HMBC entre les protons CH30-15 (814 3,47) et le
carbone C-15 (&13c 110,7) et entre les protons CH30-16 (614 3,40) et le carbone a C-16 (613c 109,0)
montrent que les groupes méthoxy sont liés aux carbones C-15 et C-16. Sur le spectre *H-*C HMBC,
on observe également des corrélations entre le proton H-16 (61n 4,75) et les carbones C-13 (613c
81,5) (quaternaire), C-14 (613c 80,4) et C-15 (613c 110,7) et entre le proton H-14 (614 3,95) et les
carbones C-12 (813c 32,8) et C-15 (613c 110,7) (Figure 89).



En tenant compte de toutes ces corrélations, de I'ensemble des atomes déja utilisés pour
I’enchafinement de la structure et du nombre d’insaturations qui reste, nous en déduisons que I'atome
de carbone C-12 est lié a un cycle furandiol substitué par des groupes méthoxy. La configuration de

ces groupes n’a pas été déterminée.

- o— == : Corrélation *H-'H COSY
(Z%& 7 : Corrélation H-13C HMBC

Figure 89 : Corrélations COSY et HMBC clés du cycle furandiol de PDE 16.

Par conséquent, I'ensemble des données spectrales analysées a permis d’identifier le composé
PDE 16 comme étant le 3a-angéoyloxy-19-hydroxy-15,16-diméthoxy-ent-labda-8(17)-én-furan-13,14-
diol. Il s’agit d’une nouvelle structure. Sa stéréochimie est discutée dans le paragraphe lll. 3. 6. - page
192.

3a-angéoyloxy-19-hydroxy-15,16-diméthoxy-ent-labda-8(17)-én-furan-13,14-diol
(PDE 16)

La comparaison des données spectrales RMN *H et 13C de PDE 16 aux données de la littérature
a mis en évidence une structure proche du conyzanol A de formule brute C;;H3s07 (Maniruddin &
Ahmed, 1990) (Tableau XXXVI - Annexe VIII. 13. - Tome Il - page 166). La différence entre les deux
composés concerne les signaux associés aux carbones C-3 et C-19. Alors que le carbone C-3 est rattaché
a un groupe angéloyle et que C-19 est lié a une fonction hydroxyle pour PDE 16, ils correspondent

respectivement a un méthylene et une fonction acide carboxylique pour le conyzanol A (Figure 90).



PDE 16 Conyzanol A

Figure 90 : Structures du composé PDE 16 (gauche) et du conyzanol A (droite).

. Elucidation structurale des métabolites PDE 17 et PDE 18

Les données spectrales des métabolites PDE 17 et PDE 18 sont présentées en Annexe VIIl. 14.

- Tome ll - pages 170-174.

D’aspect pateux et de couleur blanche, les métabolites PDE 17 et PDE 18, obtenus en mélange,
ont pour formule moléculaire CxsH3506. Cette derniére a été attribuée a partir de son spectre SMHR en
mode ESI* avec un ion pseudomoléculaire [M+H]*a m/z 433,2589 (valeur calculée : m/z433,2585), soit

8 insaturations.

Les bandes d’absorptions maximales caractéristiques observées sur le spectre IRTF du mélange
PDE 17 et PDE 18 sont: 3384,21 cm™ (O-H); 2935,80 cm™ (CH, asymétrique) ; 2855,28 cm™® (CH,
symétrique); 1761,01cm? (C=0 d’un ester) ; 1708,84 cm™(C=0 conjugué); 1643,42 cm™
(C=C conjugué) ; 1603,04 cm™ (C=C asymétrique) ; 1440,42 cm™ (CH; asymétrique) ; 1386,47 cm™ (CHs
symétrique) ; 1236,97-1260,84 cm™ (C-C) et 1041,42 cm™ (C-O).

Un dédoublement de certains signaux a été observé dans le spectre RMN 3C. Ceci indique la
présence d’'un mélange de deux diastéréoisomeres en proportion 50 : 50. Cette proportion a été

évaluée a partir de l'intensité relative des signaux observés sur le spectre.

Les spectres RMN 'H et 3C du mélange PDE 17 et PDE 18 ont une forte similitude avec ceux
des deux diastéréoisoméres PDE 2 et PDE 3 décrits précédemment. La différence se situe au niveau du
motif buténolide et des corrélations observées pour les deux groupes de protons H-14 (6,4 6,85) et H-
15 (811 6,08) et les quatre carbones C-13 (613¢c 138,6), C-14 (613c 143,6), C-15 (613c 96,9) et C-16 (S13c
171,8).

Les corrélations hétéronucléaires *H-13C HMBC observées entre le proton oléfinique H-14 (8514
6,85) et les carbones C-13 (613¢c 138,6), C-15 (613¢ 96,9) et C-16 (613c 171,8) et entre le proton H-15 (814
6,08) et les carbones C-13 (813c 138,6) et C-16 (613c 171,8) ont permis d’établir un cycle a,B-insaturé y-



lactone (Koo et al., 2002). Par ailleurs, les corrélations des protons H-12 (614 2,16 et 2,46) avec les

carbones C-14 (813c 143,6) et C-16 (613c 171,8) montrent que ce cycle est placé en C-12 (Figure 91).

Le déplacement chimique du carbone C-15 (813¢c 96,9) indique la présence d’un groupement
hydroxyle sur ce carbone. Remarquons que la majorité des signaux dédoublés observés sur le spectre
RMN 3C concerne les carbones du cycle buténolide; il est fort probable que les deux
diastéréoisomeres PDE 17 et PDE 18 ne se distinguent que par la position du groupe hydroxyle en R

ou S du carbone C-15.

HO=—— R :PDE 17 OH
HO 1 S:PDE 18 9 15
O//16 7

Q

«—%Z 5 7 : Corrélation H-3C HMBC

12

= Corrélation 'H-'H COSY

Figure 91 : Corrélations COSY et HMBC du cycle a,B-insaturé y-lactone de PDE 17 et PDE 18.

Ces résultats ont ainsi permis d’identifier les composés PDE 17 et PDE 18 comme étant le 3a-
angéoyloxy-19,15(R)-dihydroxy-ent-andrograpanine et le 3a-angéoyloxy-19,15(S)-dihydroxy-ent-
andrograpanine respectivement. Il s’agit de deux nouvelles structures. Leurs stéréochimies sont

discutées dans le paragraphe lll. 3. 6. - page 192.

3a-angéoyloxy-19,15(R)-dihydroxy-ent-andrograpanine 3a-angéoyloxy-19,15(S)-dihydroxy-ent-andrograpanine
(PDE 17) (PDE 18)

Une comparaison des données spectrales RMN H et 3C de PDE 17 et PDE 18 aux données de
la littérature a mis en évidence de grandes similitudes structurales entre PDE 17/PDE 18 et la
coronarine C de formule brute CyoH3003, isolée des rhizomes de Hedychium coronarium (Zingiberaceae)
(Itokawa et al., 1988) (Tableau XXXVII - Annexe VIII. 14. - Tome Il - page 171). Leurs différences se
situent au niveau des atomes de carbone C-3 et C-4. Ces derniers sont liés au groupe angéloyle et au

groupe hydroxyméthyle respectivement dans la structure de PDE 17 et PDE 18 tandis que dans la




structure de la coronarine C, C-3 ne porte pas de substituant et C-4 est lié a un groupement méthyle
(Figure 92).

OH
OH

PDE 17 et PDE 18 Coronarine C

Figure 92 : Structures des composés PDE 17 et PDE 18 (gauche) et de la coronarine C (droite).

. Elucidation structurale du métabolite PDE 19

Les données spectrales du métabolite PDE 19 sont présentées en Annexe VIII. 15. - Tome Il -

pages 175-179.

Le métabolite PDE 19 a été isolé sous forme de cristaux blancs. L’étude de son spectre SMHR
obtenu en mode ESI* a révélé la présence d’un ion pseudomoléculaire [M+Na]* a m/z 427,2815, soit
une composition élémentaire CysH4004Na* (valeur calculée : m/z 427,2819). Le composé PDE 19 a donc
une formule brute C;sH4004 et le nombre d’insaturations calculé a partir de cette formule brute est égal
ab6.

Les bandes d’absorptions maximales caractéristiques observées sur le spectre IRTF de PDE 19
sont : 3354,35 cm™ (0O-H) ; 2961,02 cm™ (CH; asymétrique) ; 2926,18 cm™ (CH, asymétrique) ; 2854,89
cm® (CH, symétrique) ; 1713,48 cm™ (C=0 conjugué) ; 1603,04 cm™ (C=C asymétrique) ; 1455,82 cm"
1 (CH3 asymétrique) ; 1384,15 cm™ (CHs symétrique) ; 1260,77 cm™ (C-C) ; 1027,08 - 1093,42 cm™ (C-
0).

Les données RMN !H et 3C de PDE 19 révélent des signaux caractéristiques d’un squelette
labdane, d’un groupe angéloyle en C-3, d’un groupe méthyléne exocyclique en C-8 et du motif linéaire
C-9, C11 et C-12. Par ailleurs, deux signaux singulets H-18 (814 0,88) et H-19 (614 0,90) qui corrélent
avec les carbones C-3 (813c 80,7), C-4 (813c 38,5) et C-5 (813c 55,1) en H-13C HMBC ont également été

signalés. Ceci confirme la position des groupes méthyles H-18 et H-19 en 4 (Figure 93).

Plusieurs sighaux déblindés ont également été révélés sur le spectre RMN *H de PDE 19. Il s’agit
d’un triplet H-14 (611 5,62), d’un doublet de doublet H-15 (614 4,22) et de deux doublets H-16 (614 4,16

et 4,20). La corrélation homonucléaire *H-'H COSY entre le proton a H-14 et H-15 indique que ces deux



protons sont portés par des carbones reliés entre eux. Par ailleurs, les déplacements chimiques de C-

15 (613c 59,1) et C-16 (613c 61,5) montrent que ces carbones sont reliés chacun a un oxygene.

Les corrélations observées sur le spectre 'H-*C HMBC entre le proton H-14 (814 5,62) et les
carbones C-12 (613¢c 35,3) et C-15 (8613c 59,1) et entre les protons H-16 (614 4,16 et 4,20) et les carbones
C-12 (613c 35,3), C-13 (613c 144,5) et C-14 (613c 126,6) ont permis d’établir 'enchainement de la suite

de la structure présenté dans la figure 93.

= Corrélation 'H-'H COSY

7~ A, Corrélation H-13C HMBC

Figure 93 : Corrélations COSY et HMBC clés des substituants en C-3, C-4, C-9 et C-12 de PDE 19.

L’'ensemble de ces données spectrales permet donc d’identifier le composé PDE 19 comme
étant le 3a-angéloyloxy-15,16-dihydroxy-ent-labda-8(17),13E-diéne. Il s’agit d’un composé nouveau.

Sa stéréochimie est discutée dans le paragraphe lll. 3. 6. - page 192.
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3a-angéloyloxy-15,16-dihydroxy-ent-labda-8(17),13E-diene (PDE 19)

Les données RMN 'H et 3C de PDE 19 montrent de fortes similitudes avec celles du 3a-
angéloyloxy-15,19-dihydroxy-ent-labda-8(17),13E-diene de formule brute CsH4004 (Bohlmann et al.,
1984) (Tableau XXXVIII - Annexe VIII. 15. - Tome Il - page 176). Ce composé a été isolé des parties
aériennes de Gutierrezia sarothrae (Asteraceae). La distinction entre ce composé et PDE 19 se situe au
niveau des carbones C-16 et C-19. En effet, les déplacements chimiques des protons sont
respectivement 6.4 1,68 (H-16) et 614 2,97-3,35 (H-19) pour le 3a-angéloyloxy-15,19-dihydroxy-ent-
labda-8(17),13E-diéne et 611 4,16-4,20 (H-16) et 6114 0,90 (H-19) pour PDE 19 (Figure 94).
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Figure 94 : Structures du composé PDE 19 (gauche) et du 3a-angéloyloxy-15,19-dihydroxy-ent-labda-
8(17),13E-diéne (droite).

- Elucidation structurale du métabolite PDE 20

Les données spectrales du métabolite PDE 20 sont présentées en Annexe VIII. 16. - Tome Il -

pages 180-184.

Le métabolite PDE 20 a été isolé sous forme de cristaux blancs. Son spectre SMHR réalisé en
mode ESI* a conduit a I'observation d’un ion pseudomoléculaire [M+Na]* a m/z 443,2764, conduisant

a laformule moléculaire CasH400s, soit 6 insaturations. La valeur calculée pour cetion est m/z 443,2768.

L'analyse du spectre IRTF du composé PDE 20 a montré des bandes d’absorptions maximales
a 3296,73 cm® (0-H) ; 2964,59 cm™ (CH; asymétrique) ; 2931,43 cm™ (CH, asymétrique) ; 2826,83
cm® (CH, symétrique) ; 1699,68 cm™ (C=0 conjugué) ; 1621,23 cm™ (C=C conjugué) ; 1466,49 cm™ (CHs
asymétrique) ; 1356,73 cm™ (CHs symétrique) ; 1270,11 cm™ (C-C) ; 1028,48 - 1114,65 cm™ (C-0).

Les données spectrales de PDE 20 sont proches de celles de PDE 19 identifié précédemment.
La différence se situe uniqguement au niveau du signal singulet de H-19 (614 0,90) correspondant a un
groupe méthyle. Ce dernier est absent sur le spectre RMN H de PDE 20. En revanche, la présence de

deux doublets a 614 2,92 et 3,35 (H-19), relatifs a un groupe hydroxyméthyle a été révélée.

La corrélation hétéronucléaire *H-13C HMBC entre ces protons H-19 (814 2,92 et 3,35) et les
carbones C-3 (613c 74,3), C-4 (613c 42,9), C-5 (613c 46,1) et C-18 (613c 13,1) a permis de placer ce groupe
en C-4 (Figure 95).

= Corrélation *H-'H COSY
A : Corrélation H-3C HMBC

Figure 95 : Corrélations COSY et HMBC clés des substituants en C-4 de PDE 20.



Ainsi, les structures de PDE 19 et de PDE 20 se différentient uniquement au niveau du carbone
C-19 ol ce dernier est lié a une fonction hydroxyle pour PDE 20 et correspond a un méthyle pour PDE
19 (Tableau XXXIX - Annexe VIIl. 16. - Tome Il - page 181). Ce qui conduit a la structure du 3a-
angéloyloxy-15,16,19-trihydroxy-ent-labda-8(17),13E-diéne, qui est un composé nouveau. Sa

stéréochimie est discutée dans le paragraphe lIl. 3. 6. - page 192.
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3a-angéloyloxy-15,16,19-trihydroxy-ent-labda-8(17),13E-dieéne (PDE 20)

- Elucidation structurale du métabolite PDE 25

Les données spectrales du métabolite PDE 25 sont présentées en Annexe VIII. 20. - Tome Il -

pages 197-201.

Le métabolite PDE 25 a été obtenu en mélange avec PDE 24 sous forme d’une poudre jaune
pale. Le spectre SMHR en mode ESI* du mélange a conduit, pour le composé PDE 25, a la formule
moléculaire CisH160s, a partir d’un ion pseudomoléculaire [M+H]*a m/z 277,1083 (valeur calculée :

m/z 277,1071), soit 8 insaturations.

Il est a rappeler qu’a partir des intensités relatives des signaux dédoublés observés sur le
spectre RMN 'H du mélange, la proportion 65 : 35 entre les deux composés PDE 24 et PDE 25

respectivement, a pu étre évaluée.

Concernant le métabolite PDE 24, son élucidation structurale, décrite au paragraphe Ill. 5. 1. -

page 182, a conduit a la fraxétine, une coumarine connue.
Concernant le métabolite PDE 25 :

- surle spectre IRTF du mélange, les bandes d’absorptions maximales caractéristiques observées
sont : 3293,20 cm™ (0O-H) ; 2967,92 cm™ (CH; asymétrique) ; 2932,91 cm™® (CH; asymétrique) ; 2856,57
cm™ (CH, symétrique) ; 1699,54 cm™ (C=0 conjugué); 1620,18 cm™ (C=C conjugué) ; 1503,30 cm™
(C=C aromatique) 1467,15 cm™ (CHs asymétrique); 1376,84 cm™ (CHs symétrique) ; 1181,37 cm
(C-C isopropyl) ; 1028,69-1143,48 cm™ (C-0O), 804,08 - 926,57 cm™ (C-H aromatique).



- sur le spectre RMN 'H, deux doublets H-3 (61x 6,13) et H-4 (814 8,13) couplant & 9,6 Hz
indiquent un noyau 1,2 benzopyrone substitué en C-5 par un oxygéne (Steck & Mazurek, 1972). Ce
spectre révele également la présence d’un singulet a 614 1,41 correspondant a deux groupes méthyles
(H-4" et H-5’), de deux triplets a 614 1,88 (H-2’) et 814 2,82 (H-1’) indiquant deux méthylenes et d’un
singulet a &1u 3,78 représentant un groupe méthoxy. Ces données suggerent que le composé PDE 25

est une pyranocoumarine (Khan et al., 1985).

Par ailleurs, les corrélations homonucléaires *H-'H COSY entre les protons H-3 (814 6,13) et H-
4 (614 8,13) et entre les protons H-1" (614 2,82) et H-2’ (611 1,88) indiquent que ces protons sont deux
a deux portés par deux carbones voisins. Les corrélations hétéronuclaires *H-*C HMBC entre les
protons H-4’/H-5" (814 1,41) et le carbone C-2’ (813¢c 32,6) et entre les protons a 614 3,78 et le carbone
C-8 (613c 133,6) ont permis de placer les groupes méthyles en C-3’ et le groupe méthoxy en C-8

respectivement. L’'enchainement de la structure est représenté dans la figure 96.

K : Corrélation *H-'H NOE
mm : Corrélation 'H-'H COSY

- : Corrélation *H-3C HMBC

Figure 96 : Corrélations COSY, NOE et HMBC clés de PDE 25.

L'ensemble de ces données spectrales a permis de conclure que le composé PDE 25,

correspond au 5-hydroxydihydroluvangétine. Il s’agit d’'un composé nouveau.

5-hydroxydihydroluvangétine (PDE 25)

Pour appuyer ces résultats, une comparaison des déplacements chimiques RMN *H de ce
composé avec ceux du dihydroluvangétine de formule brute CisH1604 a été effectuée (Mali et al., 2002)
(Tableau XLIV - Annexe VIII. 20. - Tome Il - page 197). En effet, ces deux structures sont fortement
similaires. Leurs structures varient uniquement au niveau du carbone C-5. Dans PDE 25, ce carbone est
lié a un groupe hydroxy tandis que dans le dihydroluvangétine, il est rattaché a un hydrogéne (Figure

97).



PDE 25 Dihydroluvangétine

Figure 97 : Structures du composé PDE 25 (gauche) et du dihydroluvangétine (droite).

lll. 3. 6. Stéréochimie des nouveaux diterpénes isolés

Les diterpenes de type labdane représentent un groupe diversifié de plus de 7000 métabolites
qui se caractérisent par une squelette décaline bicyclique (Murphy et al., 2018 ; Zerbe & Bohlmann,
2015). Afin d’établir la stéréochimie des nouveaux diterpénes, isolés de P. dentata, la compréhension

de la biosynthese des diterpénes de structure labdane constitue un élément clé.

Les diterpénes sont formés a partir de quatre unités isopréniques obtenues apres
condensation de deux acétylCoenzymeA (acétylCoA), un acide acétique activé, précurseur utilisé pour
la formation des terpenes (Breitmaier & Voelter, 1986). Dans un premier temps, les deux acétylCoA
s’assemblent en suivant le schéma de condensation de Claisen pour donner un analogue biologique,
I'acétoacétate. Puis, 'acétoacétylCoA réagit de nouveau avec un acétylCoA. Cette condensation est
suivie par une réduction enzymatique pour donner I'acide mévalonique. Une phosphorylation, suivie
d’une décarboxylation permet d’obtenir I'isopenténylpyrophosphate IPP, un isopréne activé, dont
I’'addition sur un isomeére aboutit a un monoterpéne. Deux additions successives de ce monoterpéne
sur IPP permettent d’obtenir un diterpene (Villedieu-Percheron, 2011). Cette biosynthese des

diterpenes est présentée dans la figure 98 ci-apreés.
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Figure 98 : Biosynthese des diterpénes.

Une cyclisation enzymatique du diterpene linéaire, par le géranylgéranylpyrophosphate
(2E,6E,10E-GGPP), permet d’aboutir plus précisément au noyau labdane. Le cation labdadiényle
diphosphate est d’abord formé ; ce dernier aboutit ensuite soit a la formation de copalyl diphosphate
(CPP), soit a celle du 8a-hydroxy-CPP. Ces deux composés sont des précurseurs des diterpénes de

structure labdane (Demetzos & Dimas, 2001) (Figure 99).
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Figure 99 : Biosynthése des diterpénes labdanes (Peters, 2010).

Selon la conformation du précurseur GGPP, le CPP biosynthétisé peut adopter quatre
stéréochimies différentes (normal-, ent-, syn-, syn-ent-). Ce sont les configurations des carbones C-5,
C-9 et C-10 qui s’en retrouvent modifiées (Peters, 2010) (Figure 100). Les séries normal- et ent-, ou les
carbones C-9 et C-10 sont de configuration cis, sont les classes les plus répandues (Hanson, 1989),

tandis que la série syn-CPP est bien moins fréquente (Peters, 2010). La série syn-ent-CPP, quant a elle,



n'a été observée que dans les produits naturels issus de plantes du genre Calceolaria (Garbarino et al.,

2001).
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Figure 100 : Formation des 4 séries de stéréoisoméres du CPP a partir du GGPP (Peters, 2010).

Etant donné que les séries normal- et ent- sont les plus représentées dans la nature, nous
pouvons supposer dans un premier temps que chaque diterpéne labdane isolé présente probablement

I'une de ces deux stéréochimies.

En outre, la connaissance de la valeur du pouvoir rotatoire peut donner des informations sur
la stéréochimie des molécules (Carman, 1966). En général, les rotations optiques du squelette normal-
labdane et ent-labdane sont respectivement positives (Chen et al., 2008 ; Wang et al., 2008) et
négatives (Chen et al., 2008 ; Li et al., 2013 ; Zhang et al., 2017). Les valeurs du pouvoir rotatoire
mesurées pour tous les nouveaux diterpénes isolés sont toutes négatives ([a]**»-145 & -30). Ces valeurs
laissent supposer que ces nouveaux diterpénes font partie des ent-labdanes. Cette hypothese est
confortée par le composé PDE 15 identifié comme étant I'acide ent-8(17),13-labdadién-15,16-olid-19-

oique, diterpéne connu dont la stéréochimie est ent- (Zdero et al., 1990a).



Afin de confirmer cette configuration, une étude du spectre *H-'H NOESY de ces nouveaux
labdanes a été entreprise. Les corrélations observées sur le spectre *H-'H NOESY sont similaires pour
le systéme bicyclique et le groupe angéloyle des 9 composés (PDE 2, PDE 3, PDE 5, PDE 11, PDE 16 a
PDE 20) (Figure 101).

= Concernant la configuration du systéme bicyclique, les corrélations observées entre les
protons H-3 et H-5, les protons H-18 et H-5 ainsi que les protons H-18 et H-6 permettent de positionner
le groupe méthyle en 18, le méthyléne en 6 et les protons H-3 et H-5 du méme c6té du plan moyen du
systeme bicyclique. Lorsque R; est un groupe hydroxyméthyle, une corrélation existe entre les protons
H-19 et H-20. Ce qui permet de positionner H-19 et H-20 du méme co6té du plan. Les corrélations
observées entre les protons H-11 et H-20 permettent également de positionner ces protons du méme
coté. Ces différentes corrélations H-'H NOE permettent ainsi de conclure que ces nouveaux

diterpénes sont de configuration ent-.

= Concernant la stéréochimie de la double liaison du groupe angéloyle, les corrélations entre les
protons H-3’ et H-4’ et entre les protons H-3’ et H-5’ permettent de positionner ces protons du méme

c6té du plan. La configuration de la double liaison est donc (Z).

PDE2et3 PDE5 PDE 11 PDE 16 PDE 17 et 18 PDE 19 PDE 20
R1 CH20H CH20H CH20H CHzOH CH20H CH20H

| g v o Yy

Figure 101 : Corrélations NOE clés du noyau décaline et du groupement angéloyle des nouveaux

labdanes isolés de P. dentata.

Toutefois, des données spectrales par dichroisme circulaire et par cristallographie aux rayons
X seront nécessaires pour confirmer la configuration absolue de ces diterpenes, en particulier la

stéréochimie des carbones asymétriques situés sur la chaine latérale et sur le cycle a 5.



lll. 3. 7. Stratégie d’application du réseau moléculaire

lll. 3.7.1. Déréplication des fractions iso-hexanique et méthanolique de

I’extrait brut de P. dentata

La déréplication des fractions de P. dentata a été effectuée a la Station marine d’Endoume de
I'Institut Méditerranéen de la Biodiversité et d’Ecologie marine et continentale (IMBE), Université d’Aix-
Marseille avec I'aide du Docteur Stéphane GREFF.

L'analyse des fractions iso-hexanique et méthanolique de I'extrait brut de P. dentata par
CLUHP-SM? en mode positif ainsi que le traitement de données ont permis de générer le réseau
moléculaire sous GNPS (Figure 102). Ce réseau moléculaire est ensuite importé puis visualisé sous le
logiciel Cytoscape v3.8.2 pour faciliter I'interprétation des résultats. A noter que les données de cette
analyse par CLUHP-SM? ont été déposées dans le répertoire public MassIVE du GNPS
( , MSV000088099).


http://massive.ucsd.edu/
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Figure 102 : Réseau moléculaire visualisé sur Cytoscape a partir des fractions iso-hexanique et

méthanolique de P. dentata.

Le réseau moléculaire obtenu pour les fractions iso-hexanique et méthanolique de I'extrait de
P. dentata a permis de mettre en évidence 154 nceuds et 3 clusters dont les nceuds sont > a 3. Notons
que les liaisons entre ces nceuds apparaissent deés lors que le CS est supérieur a 0,62 et qu’au moins

six ions fragments communs avec les SM? dans les bases de données ont été détectés.

m.3.7.1.1. Annotation du cluster 1

Le cluster 1 de ce réseau moléculaire contient 56 noeuds (Figure 103). Son analyse a mis en
évidence plusieurs familles chimiques de métabolites notamment des coumarines, des terpénoides,

des alcaloides et des flavonoides.
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La recherche d’analogues structuraux avec les bases de données a montré une correspondance
des spectres SM? pour les ions précurseurs a m/z 209,048 ; 277,113 ; 293,107 et 311,117 (Figure 156 -

Annexe IX. 1. - Tome Il - page 204) avec des coumarines.

En effet, le spectre SM? de I'ion & m/z 209,048 correspond a celui de la fraxétine (PDE 24),

isolée de P. dentata lors des travaux de la présente théese.

Le spectre SM?de I'ion @ m/z 277,113, quant a lui, montre une correspondance avec celui de
I'isoobtusitine (PDE 1). Un pic de base a m/z 194,021 [M+H-CsHsO-CHs]* est observé sur ce spectre
justifiant une perte de méthyl et du motif O-prényle CsHsO. Un autre ion fragment a m/z 209,044

[M+H-CsHg]" a également été observé.

A partir de I'ion @ m/z 277,113, un analogue époxy a m/z 293,107 a pu étre annoté. Il s’agit de
la 7-(2’,3’-époxy-3’-méthylbutoxy)-8-hydroxy-6-méthoxycoumarine (PDE 26). Ce composé possede un
pic de base a m/z 194,021 correspondant a 