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[RESUME]

La présente étude porte sur 1’étude de la diversité chimique et de 1’évaluation de
’activité cytotoxique de Stipularia africana, une plante médicinale camerounaise appartenant
a la famille des Rubiaceae. Les feuilles de cette plante sont largement utilisées en médecine
traditionnelle pour traiter des maladies chroniques telles que le diabete, I’hypertension artérielle

et les cancers.

L’extrait brut et les fractions obtenues apres traitement alcaloidique ont été évalués pour
leurs activités cytotoxiques sur trois lignées cellulaires de glioblastome cérébral : U251-MG,
U87-MG et LN229, en utilisant le test de viabilité cellulaire au MTT. Les résultats ont révéle
que les fractions alcaloidique et non alcaloidique présentaient une activité cytotoxique modérée
envers les trois lignées cellulaires testées, avec des valeurs de Clso comprises entre 23,14 et

139,90 pg/mL, en comparaison avec 1’oxaliplatine utilisée comme molécule de référence.

A partir de la fraction alcaloidique, qui a montré la meilleure activité cytotoxique, trois
composés indexés SA.11, SA.12 et SA.13 ont été isolés grace a des techniques
chromatographiques classiques. L’analyse structurale a permis d’identifier deux alcaloides de
type aporphinique, la lirioférine (SA.12) et la N-acétylcatalpifoline (SA.13), ainsi qu’un stérol,
le p-sitostérol (SA.11).

L’¢lucidation structurale de ces composés a ¢été réalisée a 1’aide de méthodes
spectroscopiques courantes, notamment la résonance magnétique nucléaire (RMN) mono-
dimensionnelle (*H et °C) et bi-dimensionnelle (HSQC, HMBC, COSY), la spectrométrie de
masse, ainsi que par comparaison de leurs données spectroscopiques avec celles rapportées dans

la littérature scientifique.

Mots-clés : Rubiaceae, Stipularia africana, Extrait alcaloidique, Activités cytotoxiques,
Alcaloides aporphiniques.
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[ABSTRACT]

The present study focuses on studying the chemical diversity and evaluating the
cytotoxic activity of Stipularia africana, a Cameroonian medicinal plant belonging to the
Rubiaceae family. The leaves of this plant are widely used in traditional medicine to treat

chronic diseases such as diabetes, hypertension and cancers.

The crude extract and fractions obtained after alkaloid treatment were evaluated for their
cytotoxic activities against three glioblastoma cell lines, U251-MG, U87-MG, and LN229,
using the MTT assay. The results revealed that the alkaloid and non-alkaloid fractions exhibited
moderate cytotoxic activity against these cell lines, with ICso values ranging from 23.14 to

139.90 pg/mL, compared to oxaliplatin, used as a reference.

From the dichloromethane alkaloid fraction, which demonstrated the strongest cytotoxic
activity, three compounds (SA.11 to SA.13) were isolated using classical chromatographic
techniques. These compounds were fully characterised and identified as two aporphine-type
alkaloids, lirioferine (SA.12) and N-acetylcatalpifoline (SA.13), and a sterol, pS-sitosterol
(SA.11).

The structural elucidation of these compounds was achieved using standard spectroscopic
methods, including one-dimensional NMR (*H and 3C), two-dimensional NMR (HSQC,
HMBC, and COSY), mass spectrometry, and by comparing their spectroscopic data with those
reported in the literature.

Keywords: Rubiaceae, Stipularia africana, Alkaloid extract, Cytotoxic activity, Aporphine

alkaloids.
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[INTRODUCTION ]
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Les plantes médicinales jouent un réle crucial dans le développement de nombreux
médicaments modernes, en tant que source de composes bioactifs essentiels & la pharmacopée
contemporaine (Dar et al., 2023). En dépit de cette importance, une grande partie de la
biodiversité végétale mondiale demeure sous-explorée, particulierement en Afrique tropicale,
une région riche en ressources naturelles mais encore largement méconnue sur le plan
scientifique. Sur environ 391 000 especes de plantes présentes sur la Terre, seulement 40 000
ont été étudiees pour leurs propriétés médicinales (plant list — Recherche Qwant, s. d.). Cela
laisse entrevoir un immense potentiel inexploité, notamment pour le développement de
solutions thérapeutiques adaptées aux besoins pressants des populations.

Dans ce contexte, Stipularia africana, une espéce végétale présente dans les
écosystémes tropicaux, constitue un exemple frappant d'espéce inexplorée. A ce jour, aucune
étude scientifique documentée n'a été menée sur cette plante, limitant la compréhension de ses
propriétés chimiques et biologiques. Pourtant, cette espéce est utilisée en médecine
traditionnelle pour le traitement de pathologies telles que le diabéte, I’hypertension artérielle et
les cancers (Nole et al.,2016), des maladies chroniques en constante progression dans le monde
et responsables de lourdes charges socio-économiques et sanitaires (Ambomo et Myriam,
2022). L'absence de données scientifiques sur Stipularia africana constitue donc une entrave
majeure a son exploitation rationnelle et & la valorisation de son potentiel thérapeutique.

La problématique qui se pose est la suivante : quels métabolites secondaires présents
dans Stipularia africana pourraient étre identifiés et exploités pour offrir de nouvelles solutions
thérapeutiques face aux pathologies chroniques, notamment les cancers ? Cette question nous
conduit a formuler 1’hypothése que Stipularia africana contient des composés bioactifs
présentant un potentiel cytotoxique intéressant, pouvant servir de base au développement de

nouveaux agents thérapeutiques pour lutter efficacement contre les cancers.

C’est dans le but de répondre a ces interrogations que nous avons entrepris cette étude
qui vise a explorer la diversité chimique de Stipularia africana et a évaluer son potentiel
cytotoxique. Ce travail se veut une contribution scientifique qui a pour but de combler les
lacunes actuelles dans la connaissance de cette espece et a valoriser ses composés bioactifs pour

des applications potentielles en santé humaine.

L’objectif principal de ce travail est de caractériser les métabolites secondaires de
Stipularia africana et d’évaluer leur potentiel cytotoxique.
Les objectifs spécifiques sont les suivants :

e Extraire les métabolites secondaires de Stipularia africana
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« Evaluer le potentiel cytotoxique des extraits de Stipularia africana ;

o Isoler les métabolites secondaires de I’extrait le plus active ;
o Caractériser les composés isolés ;
Ce mémoire s’articulera autour de trois chapitres :

o Le premier chapitre, relatif a la revue de la littérature, présente les connaissances
actuelles sur les plantes médicinales et les métabolites secondaires, en mettant I’accent sur leur
role en pharmacologie.

o Le deuxiéme chapitre qui est consacré a la présentation des résultats et
discussion des travaux personnels obtenus au laboratoire, suivies d’une conclusion et des
perspectives pour les travaux futurs.

o Et enfin le dernier chapitre qui est la partie expérimentale, donne les détails sur

les protocoles suivis et est complétée par les références bibliographiques.
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{CHAPITRE | : REVUE DE LA LITTERATURE ]
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1.1.Généralités sur la famille des Rubiaceae

La famille des Rubiaceae est I'une des plus vastes familles de plantes a fleurs parmi les
dicotylédones, regroupant environ 13 000 especes réparties dans 630 genres, incluant des
plantes économiquement importantes comme le caféier (Coffea), la chicorée (Cichorium), et la
garance (Rubia) (Karou et al., 2011). Cette famille se compose d'arbres, d'arbustes, de lianes,
ainsi que de plantes herbacées, particuliérement en Europe (Xu et Chang, 2017).

L'identification des Rubiaceae repose sur des caractéristigues morphologiques
distinctives, principalement la forme et I'arrangement des feuilles, la présence de stipules, et la

structure des fleurs.

Les feuilles sont opposées, simples, entiéres, et accompagnées de stipules
interpétiolaires (Razafimandimbison et Rydin, 2024).

Les fleurs des Rubiaceae sont généralement hermaphrodites et actinomorphes, avec un
calice composé de 4 ou 5 sépales libres ou soudés, parfois trés réduits ou caducs. La corolle est
formée de 4 a 5 pétales généralement soudés en un tube (Razafimandimbison et Rydin, 2024).

Les fruits des Rubiaceae, d'une grande variabilitt morphologique, peuvent étre
sphériques, ellipsoidaux, ovoides ou obovoides, et se distinguent par des couleurs variées :
rouge, jaune, orange, noir, et plus rarement blanc ou bleu, notamment dans les genres Tricalysia

et Psychotrieae (Delprete et Jardim, 2012).

I.1.1. Classification des Rubiaceae

La famille des Rubiaceae est intégrée dans I’ordre Gentianales et dans la classe
dicotylédone au sein des Angiospermes. La classification basée sur le systeme APG IlI
(Angiosperms Phylogeny Groups), organise la famille des Rubiaceae en 71 tribus Parmi
lesquelles 68 sont classifiées dans 2 sous-familles (Dialypetalanthoideae avec 38 tribus et
Rubioideae avec 30 tribus). Les 3 autres tribus, notamment Acranthereae, Coptosapelite et
Luculiaeae n’ont pas encore été classifié dans 1’une de ces sous-familles (Razafimandimbison

et Rydin, 2024). Le tableau 1 illustre la classification des especes de la famille des Rubiaceae.
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Tableau 1 : Classification systématique des Rubiaceae

Classification des Rubiaceae

Regne Plantae
Division Angiosperme
Classe Dicotylédone
Sous-classe Gamopetalae
Ordre Gentianales

Dialypetalanthoideae
Sous-familles

Rubioideae

Famille Rubiaceae

1.1.2. Répartition géographique des Rubiaceae

Les plantes de la famille des Rubiaceae sont présentes sur tous les continents et
s'adaptent a une grande variété de climats, allant des régions froides aux zones tempérées,
tropicales et subtropicales. Elles sont particulierement abondantes dans les environnements
tropicaux et subtropicaux, ou elles contribuent de maniere significative a la biodiversité

végétale (Ismail et al., 2012).

1.1.3. Intérét économique et utilisation traditionnelle

Les plantes de la famille des Rubiaceae ont une grande importance, notamment grace
au genre Coffea, qui comprend des especes de valeur commerciale telles que Coffea arabica et
Coffea canephora, largement cultivées en Indonésie pour la production de café (Yanti et al.,
2023).

Les usages des Rubiaceae en médecine traditionnelle sont nombreux et variés, en grande
partie en raison de la richesse en métabolites secondaires dont plusieurs présentent des
propriétés thérapeutiques. Par exemple, les racines de Morinda elliptica sont utilisées en
Malaisie pour traiter la jaunisse et les troubles gastriques, tandis que les feuilles de cette méme

plante sont utilisées contre la fievre et les flatulences (Ismail et al., 2012).
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De méme, les décoctions ou infusions des feuilles d’Hamelia patens sont
traditionnellement utilisées par voie orale ou cutanée comme analgésiques, anti-inflammatoires,
et pour traiter les infections bactériennes et fongiques (Arshad et al., 2012). Par ailleurs, les
feuilles de Mitragyna speciosa (connues sous le nom de kratom) sont utilisées pour prévenir le
cancer, ameliorer la performance sexuelle et traiter diverses affections telles que le diabete,

I’hypertension, I’anxiété, et la dépression (Begum et al., 2024).

1.2. Le Genre Stipularia

1.2.1. Caractéres morphologiques des especes du genre

Le genre Stipularia comprend deux espéces : Stipularia africana et Stipularia elliptica.
Ces plantes sont généralement des herbes ou des arbustes ligneux et dressés, avec des tiges peu
ramifiées. Les feuilles des especes de ce genre sont grandes, elliptiques, avec des stipules bien

visibles, feuillues et caduques.

Les fleurs de Stipularia sont portées par des inflorescences axillaires capitées, entourées
d’un large involucre campanulé et soutenues par des bractéoles membraneuses. La corolle est

étroitement tubulaire, en forme d’entonnoir, avec des lobes courts.

Les fruits sont charnus, de forme subglobuleuse ou obovoide et contiennent de
nombreuses graines. Ces graines sont petites, anguleuses, avec un tégument épais et un

endosperme charnu (Bridson et Verdcourt, 2003).

1.2.2. Répartition des especes du genre en Afrique

Le genre Stipularia est principalement représenté en Afrique tropicale par deux
especes : Stipularia africana et Stipularia elliptica. Ces espéces se distinguent par leur aspect
herbacé et leur large distribution géographique a travers divers pays africains, couvrant une
gamme de climats et d'écosystemes. Le tableau 2 présente la répartition géographique de ces
deux espéces, soulignant leur présence dans plusieurs pays d'Afrique centrale, de I'ouest et
australe. Cette diversité géographique témoigne de 1’adaptabilité du genre Stipularia aux

différentes conditions environnementales du continent africain.
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Tableau 2 : Répartition géographique du genre Stipularia en Afrique

Especes Aspect Pays Références

Sierra Leone, Gabon,
Stipularia Herb République Démocratique du | (Bridson et Verdcourt,

erbe
africana Congo (RDC), Angola, 2003)

Cameroun, Zambie

Cameroun, Congo, Nigeria,

Stipularia
Herbe Gabon, Soudan, Zaire, Tchad, (Hepper, 1958)

elliptica ] ) o
République Centrafricaine

L’espéce Stipularia africana est au cceur de notre étude en raison de son utilisation
répandue en médecine traditionnelle dans la gestion des pathologies chroniques. A ce jour,
aucune recherche phytochimique approfondie n’a été menée sur cette plante, ce qui en fait une
candidate prometteuse pour des investigations scientifiques visant a explorer ses composés

bioactifs et ses potentiels thérapeutiques.

I.3. L’espéce Stipularia africana
1.3.1. Apercu botanique

Stipularia africana est une plante herbacée, érigée et légérement ramifiée, pouvant
atteindre une hauteur de 0,5 a 3 métres (Figure 1). Sa tige, qui mesure environ 6 cm de diamétre,
est modérément ramifiée et présente une base bien ligneuse, conférant a la plante une certaine

robustesse malgré son aspect herbacé (Bridson et VVerdcourt, 2003).

Figure 1 : Stipularia africana récolté a Tibati /Ngaoundéré (Source : Photo Moubarak, 2023)
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Les feuilles de Stipularia africana sont vert foncé, lisses et peuvent atteindre une
longueur de 10 a 34 cm (Figure 2). Elles sont accompagnées de grandes stipules ovales,

mesurant de 3 a 4 cm de long et d’un pétiole dont la longueur varie de 1 a 10 cm.

Figure 2 : Feuilles de Stipularia africana récoltées a Tibati /Ngaoundéré (Source : Photo
Moubarak., 2023)

Les fleurs de Stipularia africana sont de couleur rouge vif ou rose verdatre et sont
densément poilues a l'intérieur (Figure 3). Elles peuvent atteindre une longueur de 2 a 4 cm
(Bridson et Verdcourt, 2003).

Figure 3 : Fleurs de Stipularia africana récoltées a Tibati /Ngaoundeéré (Source : Photo
Moubarak., 2023)

Les fruits de Stipularia africana mesurent généralement entre 15 et 17 mm de longueur
et 11 & 14 mm de largeur (Figure 4). A maturité, ils sont de couleur orange & rouge vif et
présentent une pulpe blanche ou rosée; Les graines sont brunes de 0,6 mm de diamétre et

possedent des réticules trés fines et étirées (Bridson, 2001).
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Figure 4 : Fruits de Stipularia africana récoltées a Tibati /Ngaoundéré (Source : Photo
Moubarak, 2023)

1.3.2. Position systématique de ’espéce Stipularia africana
La position systématique de Stipularia africana dans le systeme de classification

évolutif est donné dans le tableau 3 (Letouzey, 1969).

Tableau 3 : Position systématique de I’espéce Stipularia africana

Classification systématique
Regne Plantae
Embranchement Tracheophyta
Ordre Gentianales
Classe Dicotylédone
Sous-classe Gamopetalae
Famille Rubiaceae
Sous famille Dialypetalanthoideae
Genre Stipularia
Espéce Stipularia africana
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1.3.3. Répartition géographique de I’espéce Stipularia africana au Cameroun
Selon les données recueillies a I'Herbier National du Cameroun (HNC), Stipularia
africana est largement distribuée a travers le Cameroun (HNC., 2023). Cette espece préfére les

zones marécageuses, ou elle trouve des conditions optimales pour sa croissance (Figure 5).

W

Légende

Zones de répartition
de Stipularia africana

Zone de récolte de
Stipularia africana

@ Chef-licu de
la région

Tibati *

Figure 5 : Répartition géographique de Stipularia africana au Cameroun

1.3.4. Usages de Stipularia africana

Les especes du genre Stipularia présentent une utilisation limitée, tant sur le plan
alimentaire que thérapeutique. Son intérét alimentaire est assez restreint, bien que ses fruits
soient comestibles et souvent consommés en milieu rural pour leur capacité a désaltérer
(Nkeoua et Boundzanga, 1999). En médecine traditionnelle, les tradipraticiens utilisent la
décoction des feuilles de Stipularia africana pour traiter le diabete, I'nypertension artérielle et
les cancers (Nole et al., 2016).

Malgré ces utilisations en médecine traditionnelle, aucune étude phytochimique n'a
encore éte réalisee sur les especes du genre Stipularia. C'est pourquoi nous avons concentré
notre recherche bibliographique sur les métabolites secondaires isolés des espéces appartenant
a la famille des Rubiaceae.
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I.4. Travaux antérieurs sur les Rubiaceae
1.4.1. Travaux chimiques antérieurs

Les études chimiques rapportées dans la littérature sur la famille des Rubiaceae révélent
la présence de nombreux composés chimiques appartenant a diverses classes de métabolites
secondaires. Parmi ces composés, les alcaloides sont particulierement représentatifs (Martins
et Nunez, 2015).

1.4.1.1. Généralités sur les alcaloides

Le monde végétal est une source riche de substances bioactives aux activités biologiques
importantes, parmi lesquelles les alcaloides occupent une place prépondérante. Les alcaloides
sont des composes organiques azotés dont la structure peut varier considérablement, mais qui
sont souvent mono- ou polycycliques. La présence d’un atome d’azote dans leur structure leur
confere des propriétés basiques et ils peuvent présenter des fonctions amine primaire,

secondaire, tertiaire ou méme ion ammonium quaternaire.

Les alcaloides sont rares chez les bactéries et les champignons mais ils sont largement
répandus parmi les angiospermes, en particulier dans les familles suivantes : Apocynaceae,
Papaveraceae, Magnoliaceae, Amaryllidaceae, Asteraceae, Solanaceae, Rutaceae, Fabaceae,

et Rubiaceae (Gutiérrez-Grijalva et al., 2020).

L’extraction des alcaloides repose sur leur solubilité différenciée en milieu acide ou
alcalin. Les trois principales méthodes d’extraction sont : I’extraction par solvants organiques
apolaires en milieu alcalin, I’extraction par solvants organiques polaires et I’extraction par eau

acidifiée (Bribi, 2018).

Les alcaloides sont classifiés en trois types principaux selon leur précurseur

biogénétique et la position de I’atome d’azote (intracyclique ou extracyclique) :

/ . . \ 7
K Les pseudoalcaloides : les pseudoalcaloides possedent un squelette carboné de
base qui ne dérive pas d’un acide amingé, mais incluent un atome d'azote intracyclique (Eguchi

et al., 2017). Comme exemple nous pouvons citer la f-Skytanthine (1) et la (+) -coiine (2).

(Nj"’//\
H H

1 2
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X Les protoalcaloides : les protoalcaloides sont des amines simples dont I'azote
n'est pas partie intégrante du systeme hétérocyclique, mais ils dérivent d'acides aminés (Djama
et Karour, 2020). La mescaline (3) et la hordénine (4) sont des exemples de protoalcaloides.

e
H3C
HaC NH
3 0 2 m\
HO H5C CH;

e
H3C

X Les alcaloides vrais : les alcaloides vrais sont des composés hétérocycliques
avec un atome d’azote intracyclique. lls ont pour précurseur les acides aminées notamment la,
L-ornithine (5), L-lysine (6), L-tryptophane (7), L-histidine (8) L-tyrosine (9) et 1’acide
antranilique (10) leur confére leur noyau de base (Mohamed et Khadidja, 2020). Le tableau 4

présente les noyaux de base des alcaloides vrais et leurs acides aminés précurseurs.

Tableau 4 : Structures de base des alcaloides vrais et leurs principaux acides aminés

précurseurs
Acides aminés précurseurs des alcaloides ) ;
: Noyaux de base des alcaloides vrais
vrais
()
l
Pyrrolidine
HZNJHP\COZH CD
S Pyrrolizidine
Ornithine \
AN%
Tropane
BN |
N
Ho,N“Ho,N™ ~CO,H
6
Lysine Tropane
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D
Indolizidine
o9
Quinolizidine
CO,H
NH, N
s o
N
N H
H
7 Indole
Tryptophane
CO,H
N
o L
N I
H 8 _
Imidazole
Histidine
o}
> I
_N
HO NH;
? Isoquinoléine
Tyrosine
0
—
N
Quinoléine
CO,H
NH2 AN N
>
10 Quinazoline
Acide anthranilique @Oj
N
I
Benzoxazine

On distingue 11 principales classes d’alcaloides vrais : les alcaloides pyrroliques,

pyrrolidiniques, pyrimidiques, pipéridiniques, quinoléiques, tropaniques, quinolizidinique,

Mémoire de Master rédigé et présenté par Kevine Blondelle NOBE DJIE 14



Diversité Chimique et Activité Cytotoxique de Stipularia africana (Rubiaceae)

indolique, indolizidiniques, imidazoliques et isoquinoléiques. Le tableau 5 illustre chaque

classe avec un exemple tout en mettant en évidence leur noyau de base.

Tableau 5 : Classification et structures représentatives des principales classes d’alcaloides

vrais

Classes d’alcaloides vrais

Structures et noms d’un d’exemple

Pyrrolique

OH
HO, H

N
11

Platynecine

Imidazolique

e

; O
\N Co///
6 )
N 12

Pilocarpine

Piperidinique

QO"//\

|
13

N-méthyl coniine

Isoquinoléique

MeO N

N
l OMe
14 OMe

Papavérine

MeO

Quinolizidinique

Matrine
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. \O N N
Indolique H
16
Amaline
\ N
Pyrrolidinique N=—" 17 }
Nicotine
\
N
) H _OH
Tropanique z
Indolizidinique
0
N\ o)
B
Pyrimidique ’i‘
20
Trigonelle
OCH,4
N
. , - 4
Quinoléique N~ O
21
Dictamine

Les alcaloides isoquinoléiques quant a eux se subdivisent en plusieurs sous-classes

notamment

les tétrahydroprotoberbérines,

les protoberbérines,
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benzyltétrahydroisoquinoléiques, les benzylisoquinoléiques, les séco-benzylisoquinoléiques et
les aporphines (Dos Santos et Vaz, 2019). La figure 6 illustre cette sous-classification en

présentant un exemple représentatif pour chaque sous-classe

_0
O N
HO
‘ OH

. O\
Govadine (22)
(Tétrahydroprotoberbérine)

HO

Armepavine (25)
(Benzylisoquinoléine)

I
N+
\O XN
_0

(seco-benzylisoquinoléine)

(£) Laudanine (24)
(Benzyltétrahydroisoquinoléine)

Palmatine (23)
(Protoberbérine)

Nuciferine (27)
(Aporphine)

Polisignine (26)

Figure 6 : Structures de quelques alcaloides isoquinoléiques

En ce qui concerne les alcaloides aporphiniques, de nombreuses études ont démontré

leur diversité et complexité structurale, ainsi que leurs nombreuses activités biologiques. Cela

souligne I'importance de mener des recherches approfondies sur cette classe de composés, en

particulier en ce qui concerne leur biosynthese, afin de mieux comprendre les voies de

formation. (Stevigny et al., 2005).

1.4.1.2. Biosynthese des alcaloides aporphiniques

Les alcaloides aporphiniques, en tant qu'alcaloides vrais, sont biogénétiquement dérivés

d’un acide aminé aromatique, spécifiquement du L-tryptophane (Ikezawa et al., 2008). Leur

biosynthese est facilitée par I'action de plusieurs enzymes, comme le montre le schéma 1.
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NH,

HO

TYDC
HOOC._NH, HO
Dopamine (28) NCS
O
HO T~ —
L-Tyrosine (9) HO H

(S)-Norcoclaurine (30)
4-Hydroxyphenylacetaldehyde (29)

60MT
MeO
HO SN CYP80B2
OH
OH
(S)-3'-Hydroxy-N-methylcoclaurine (31) (S)-N-MethylCoclaurine (32) (S)-Coclaurine (33) H
4'OMT

(S)-Reticuline (34) Corytuberine (35)
Alcaloide aporphinique

Schéma 1 : Biosynthése des alcaloides aporphiniques

Significations des acronymes des enzymes impliquées dans la biosynthese des
alcaloides aporphiniques : TYDC, tyrosine décarboxylase ; NCS, (S)-norcoclaurine synthase
; 60MT, (S)-norcoclaurine  6-Omeéthyltransferase ; CNMT, (S)-coclaurine-N-
méthyltransférase ; CYP80B2, (S)-N-méhylcoclaurine 3 0-hydroxylase ; 4 0 OMT, 3 0-
hydroxy-N-méthylcoclaurine-4 0-O-meéthyltransférase ; CYP80G2, (S)-corytuberine synthase.

1.4.1.3. Détermination structurale des alcaloides aporphiniques

Comme pour d'autres classes de métabolites secondaires, I'élucidation structurale des
alcaloides aporphiniques est réalisée a l'aide de techniques spectroscopiques courantes. Celles-
ci incluent la spectroscopie ultra violette, la spectroscopie infrarouge (IR), la résonance
magnétique nucléaire (RMN) a la fois unidimensionnelle et bidimensionnelle, ainsi que la

spectrométrie de masse.
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\/ P
% Spectrométrie de masse

Lors de la fragmentation en spectrométrie de masse ESI (Electrospray lonization), le
spectre de masse peut montrer un pic correspondant a l'ion [M+H-RNH_2]", qui peut étre
identifié comme [M+H—17]" ou [M+H-31]" en fonction de la nature du groupement radical (R
= H ou CHzs). Ces fragments résultent de la perte de la molécule d’ammoniac ou de la

méthylamine respectivement. Le Schéma 2 illustre le mécanisme de cette fragmentation.

C] *R O
N “H2 2HNR
) ] & J2R,

OL

a : Voie par transfert de proton b : Voie de cyclisation

Schéma 2 : Voie de fragmentation proposée pour la perte d’une molécule d’amine (RNH2)

A partir du pic de I’ion [M+H-RNH.]*, on peut observer :

- Des pics secondaires, tels que le pic correspondant a la perte d’une molécule de
méthanol, si le composé contient un groupe méthoxyle et hydroxyl vicinaux comme le montre
le Schéma 3.

Schéma 3 : Voie de fragmentation proposée pour la perte de CH3OH

- Un pic correspondant a la perte d’une molécule de formaldéhyde suivie d’une molécule
de monoxyde de carbone, si le composé contient un groupe méthylenedioxy comme le montre
le schéma 4 (Stévigny et al., 2004).
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@

0

Schéma 4 : Voie de fragmentation proposée pour la perte d’un CH20 suivit d’un CO

% Spectroscopie ultra-violette (UV)

L0

La spectroscopie ultra-violette est une méthode qui permet de mettre en évidence les
différents chromophores dans les composés organiques a travers les transitions électroniques.
Elle est largement utilisée pour la caractérisation de nombreux métabolites secondaires a 1’instar
des alcaloides aporphiniques. L’analyse des spectres UV de ces derniers montre une bande
d’absorption maximale caractéristique entre 283 et 305 nm correspondant au squelette des

alcaloides de types aporphinique 1, 2, 9 et 10 tétrasubstitué (Omar et al., 2020).

X Spectroscopie infrarouge (IR)

Cette technique fournit les informations sur les groupements fonctionnelles présents
dans un composé organique. Concernant les alcaloides aporphiniques, leur structure inclut un

noyau aromatique ainsi que des fonctions hydroxyles et méthoxyles.

Les spectres IR de cette classe de métabolites secondaires présente une bande de vibration
entre 1465 - 1510 cm™? et entre 2928 - 2825 cm™ du noyau aromatique attribuable
respectivement a la double liaison C-C et a la liaison C-H du noyau aromatique. De plus, on
observe une bande de vibration & 1258 cm-! correspondant a la liaison C-O du méthoxy (Omar
et al., 2020).
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*%* Résonnance magnétique nucléaire du proton RMN *H unidimensionnelle.

La résonance magnétique nucléaire (RMN) du proton permet de déterminer les différentes
familles de protons présents dans la structure d'une molécule organique. Pour les alcaloides
aporphiniques, les spectres RMN H révélent généralement des signaux caractéristiques du
noyau aromatique, résonnant dans les champs faibles avec des déplacements chimiques allant
de 6 a 8 ppm. De plus, on observe également des signaux des protons aliphatiques (H-4, H-5,
H-6a et H-7) qui sont souvent diastéréotopiques (H-4, H-5 et H-7) et résonnent dans les champs
forts avec des déplacements chimiques variant entre 2,23 et 3,54 ppm. Ces valeurs peuvent
varier en fonction de I'environnement chimique des protons (Amna et al., 2015). Ces protons

sont mis en évidence sur le squelette du noyau aporphinique (36) (Rufino et al., 2005)

R= H, Alkyl, Acétyl,etc.

%*  Résonnance magnétique nucléaire du carbone RMN 2 C unidimensionnelle

Les spectres de RMN *3C fournissent des informations sur les différents types de
carbone (méthine, méthyléne, méthyle et quaternaire) ainsi que sur leurs états d’hybridations

(sp, sp? et sp®). L interprétation des spectres, RMN 3C des alcaloides aporphiniques révélent :

- Les signaux des carbones aromatiques apparaissant dans les champs faibles avec les
valeurs de déplacements chimiques allant de 100 a 132 ppm. Ces valeurs de déplacements
chimiques peuvent atteindre 150 ppm quand ils sont liés a I’oxygéne (Ali, 2021)

- Les signaux des carbones méthyléniques hybridés sp® en position 4, 5 et 7 apparaissant
dans les champs forts avec des valeurs de déplacements chimiques comprises entre 29 a 50 ppm
(Bogdanov et al., 2012).

- Le signal du carbone hybridé sp® caractéristique des alcaloides aporphiniques
correspondant a un méthine en position 6a qui apparaissant autour de 60 ppm (Heng et al.,
2018).
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1.4.1.4. Quelques alcaloides aporphiniques isolés de quelques espéces végétales

Les alcaloides de type aporphine constituent la plus grande sous-classe des alcaloides
isoquinoléiques, caractérisée par un squelette a quatre anneaux fusionneés, notés A, B, C et D,
avec lI'atome d'azote situé dans le cycle B. Cette classe de composés peut étre di-, tri-, tétra-,
penta- ou hexa-substituée, avec des substituants tels que les groupes hydroxyle, méthoxyle et
méthylénedioxyle. Les bases les plus courantes sont les tétra-substituées en positions 1,2,9,10
et 1,2,10,11, tandis que les bases penta-substituées en positions 1,2,3,9,10 sont plus rares (Liu
et al., 2023). Les alcaloides de type aporphine sont présents dans environ 20 familles de plantes,
notamment Annonaceae, Menispermaceae, Papaveraceae, Ranunculaceae, Lauraceae,
Monimiaceae, Magnoliaceae, et Berberidaceae. Les alcaloides aporphiniques les plus courants
incluent la caaverine (37), I’anonaine (38), la magnoflorine (39), la boldine (40), la glaucine
(41) et la néolitsine (42) (Teles et al., 2019). La figure 7 illustre les structures de certains

alcaloides aporphiniques isolés de diverses espéces végétales.

H,CO
g
o NH HO 1y CHs
H HO
O H3CO
Caaverine (37) Anonaine (38) Magnoflorine (39)

R
H3CO ‘ N\CH3
H4CO :

OH

Boldine (40) Glaucine (41) Neolitsine (42)

Figure 7 : Structures de quelques alcaloides aporphiniques isolés de différentes espéces
vegetales

1.4.1.5. Composés non alcaloidiques isolés des especes de la famille des Rubiaceae

Les études chimiques réalisées sur plusieurs especes de la famille des Rubiaceae ont
conduit a l'isolement et a la caractérisation de nombreux métabolites secondaires tels que les
anthraquinones, les iridoides et les triterpenes (Martins et Nunez, 2015). Le tableau 6 présente

quelques exemples de molécules appartenant a ces classes de métabolites secondaires.
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Tableau 6 : Quelques composés non alcaloidiques isolés de la famille des Rubiaceae

45

Acide methoxymorindique

Classes de o
’ Structures et Noms Sources | Références
COMPOSESs
O  OCH,
4O
H,C _
o) Rennelia (Ismail et
43 elliptica al., 2012)
1,2-dimetoxy-6-méthyl-9,10-
Anthraquinone anthranquinone
O OH
400
HO Morinda (Ismail et
OCH .
O elliptica al., 2012)
44
Morindone-5-méthylether
OH . :
OH Morinda (Seri et al.,
Iridoide HOH morindoides 2017)
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Méthyl methoxymorindoate

OH

HO O ) (Heitzman
Uncaria
OH ) ) etal.,
sinensis
OH 2005)
47
(+) -catéchine
Flavonoide
Gardenia (Santi et
oudiepe al., 2018)
48
) (Martins et
o Sabicea
Terpenoide ) Nunez,
grisea
2015)

Acide ursolique
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1.4.2. Travaux pharmacologiques antérieurs sur les Rubiaceae.

Les études pharmacologiques antérieures sur les plantes appartenant a la famille des
Rubiaceae ont révélé qu'elles possédent d'excellentes activités biologiques, notamment
antioxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires et cytotoxiques (Ugorji et al., 2019) ;
(Ekalu, 2021) Ces activités sont attribuables aux métabolites secondaires présents dans ces
plantes. Bien que les alcaloides puissent étre toxiques a fortes doses, ils présentent des
propriétés pharmacologiques notables a faibles doses telles que des activités antifongiques,

antibactériennes, antivirales, et cytotoxiques (Bribi, 2018).

1.4.2.1. Potentiel cytotoxique des alcaloides aporphiniques isolés des especes végétales

De nombreuses études menées sur diverses especes de plantes ont permis d'isoler
plusieurs classes de métabolites secondaires dont les alcaloides aporphiniques. Ces recherches
ont mis en évidence le potentiel cytotoxique de ce type d'alcaloides. En effet, les tests de
cytotoxicité CCK-8 réalisés sur des alcaloides aporphiniques tels que la corydine (50),
I’isocorydine (51), le 10-O-méthyl-hernovine (52), la corytuberine (53), la lagesianine A (54)
et la nanténine (55) (Figure 8) ont montré une cytotoxicité modérée et non sélective vis-a-vis
des souches H1299, MCF-7, et des lignées de cellules tumorales SMMC-7721, avec des valeurs
de Clso variant de 53,58 a 73,22 uM (Sun et al., 2014). En outre, la N-méthylactinodaphine (56)
a révélé une forte activité cytotoxique sur les souches HT29 et SKMEL28 (Ndi et al., 2015)

HsCO HO O HCO
O N N NH
H ~ HsCO S HiCOo HO
H3CO ! HO HO O HO
H,CO H3CO H4CO

H,CO
Corydine (50) Isocorydine (51) 10-O-Méthylhernovine (52) Corytuberine(53)

H4CO
O N
H;CO ~

@)

Lagesianine A (54) Nanténine (55) N-methylactinodaphine (56)

Figure 8: Structures de quelques alcaloides aporphiniques doués de propriétées

cytotoxiques
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1.4.2.2. Autres activités pharmacologiques des alcaloides aporphiniques des Rubiaceae

En plus de leur activité cytotoxique, les alcaloides aporphiniques présentent d'autres

potentiels, notamment antibactérien et antiplasmodial. Le tableau 7 présente les structures de

quelques alcaloides aporphiniques dotés d'activités antibactérienne et antiplasmodiale.

Tableau 7: Quelques alcaloides aporphiniques doués d’activités antibactérienne et

antiplasmodiale

Activités Alcaloides o
; ; - Clso/MIC Souches Références
biologiques aporphiniques

OCHj,4

<O O 1,2 uM
o NH
(T

Staphylococcus aureus

H,CO O
NO,

OCHs
S7 2,5 uM

Antibactérienne Dasymaroine A

Escherichia coli

(Yuetal., 2019)

(Chumkaew et al.,

3,1 ug/mL | Staphylococcus aureus
1“9 pny 2021)
Bacillus subtilis
Antiplasmodiale 0,89 ug/mL | Plasmodium falciparum | (Omar et al., 2020)
59
Roemerine
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Amocurine F

1,84 ug/mL

Plasmodium falciparum

(Chumkaew et
Srisawat, 2022)
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[CHAPITRE Il : RESULTATS ET DISCUSSION ]
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Le travail effectué dans le cadre de notre étude comporte deux volets: Un volet
phytochimique dans lequel nous avons procédé a I’extraction, I’isolement et a la caractérisation
des métabolites secondaires de la plante Stipularia africana d’une part et d’un autre volet

biologique, ou I’évaluation de I’activité cytotoxique de 1’extrait brut et des fractions a été faite.

11.1. Extraction et fractionnement

11.1.2. Extraction du matériel végétal

Le matériel végétal constitué de la plante entiére, Stipularia africana a été récolté au mois
d’octobre 2023 a Tibati, région de I’Adamaoua/Cameroun. Par la suite, il a été découpé, séché
a température ambiante (25°C) et broyé afin d’obtenir une poudre de 1732 g qui a subi une
extraction par macération au dichlorométhane /méthanol (1/1). La solution résultante a été
filtrée et concentrée a 1’aide d’un évaporateur rotatif & 50°c pour conduire a un extrait brut
(46,119).

11.1.3. Fractionnement de I’extrait brut

L’extrait obtenu a subi un fractionnement par traitement alcaloidique (schéma 5) pour
donner deux fractions : I'une alcaloidique et 1’autre non alcaloidique (SAnal). La fraction
alcaloidique a par la suite subi une partition liquide-liquide dans différents solvants organiques
conduisant ainsi & la formation de deux nouvelles fractions : l'une soluble dans le

dichlorométhane (SAorgl) et l'autre soluble dans l'acétate d'éthyle (SAorg2) et un résidu

aqueux.
Extrait brut ( 46,11 g)
Ajoutde HCla1 M (pH =2)
¢ PCM
Phase aqueuse (sel d'alcaloides) SAnal (16 g)
1) Ajout de NH,OH pH =9
2) Partition liquide-liquide
¢DCM vAcOEt ¢
SAorgl (8,62 g) SAorg2 (6,02 g) Résidu (phase aqueuse)

Schéma 5 : Protocole du traitement alcaloidique de I’extrait brut
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L’extrait brut au chlorure de méthyléne/ méthanol (1 /1) de Stipularia africana et les

différentes fractions obtenues apreés le traitement alcaloidique de 1’extrait brut ont été évalués

pour leur activité cytotoxique.

11.2. Evaluation de I’activité cytotoxique des extraits

11.2.1. Méthodes utilisées et lignées cellulaires

L’activité cytotoxique a été réalisée sur trois lignées cellulaires de glioblastome cérébral
humaine (U87-MG, U251 et LN229) a I’aide la méthode du test au MTT dans le but d’avoir

une idée sur le potentiel cytotoxique de I’extrait et des fractions de Stipularia africana.

11.2.2. Criteres de I’evaluation de I’activité cytotoxique

Selon I’Institut National de Cancer des Etats unies, les critéres d’evaluation de 1’activité

cytotoxique sont consignés dans le tableau 8 comme suit (Widiandani et al., 2023):

Tableau 8 : Critéres de I’évaluation de I’activité cytotoxique

Clso(ug/mL)

Activité cytotoxique

* Cls0 <20
* 21 <Cls0 < 200
* 201 <ClIsp <500

* ClIs0 > 500

Excellente
Modérée
Faible

Pas de cytotoxicité

11.2.3. Résultats des tests cytotoxiques

Les résultats montrent une réponse diversifiée sur ces trois lignées cellulaires, avec un

résumé fourni dans le tableau 9.

Tableau 9 : Résultats de I’évaluation de I’activité cytotoxique des extraits

. Clso (pg/mL)

Echantillons UB7-MG U251 LN229
SAce 238,00+23,43 804,90+37,98 267,50+17,07
SAaq >1000 >1000 >1000
SAnal 92,38+5,98 133.3049,43 139,90+12,45

SAorgl 69,20+6.76 57,004 87 23,14+2 54
SAorg2 >1000 >1000 >1000
Oxaliplatine 0,299 13,44 4,784

SAce : extrait brute de SA ; SAaq : fraction aqueuse de SA ; SAnal : fraction non alcaloidique de SA ; SAorgl :

fraction au dichlorométhane de SA ; SAorg2 : fraction a I’acétate d’éthyle de SA.
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Les valeurs de Clso varient entre 23,14 et 804,90 pg/mL. A la lumiére de ces résultats,
il apparait que les fractions SAorgl et SAnal présentent une activité cytotoxique modérée vis-
a-vis des trois lignées cellulaires U251-MG, U87-MG et LN299. Cette activité modéree suggere
que ces fractions pourraient contenir des composés ayant un potentiel cytotoxique direct, ou
bien qu'un effet synergique entre les différents composés presents dans les fractions pourrait
étre responsable de cette activite.

11.3. Isolement et dentification structurale des composés isolés

11.3.1. Isolement des composes

La fraction alcaloidique SAorgl, ayant montré une activité cytotoxique prometteuse par
rapport aux autres fractions, a ensuite subi une chromatographie sur une colonne ouverte de gel
de silice. L'élution a été réalisée a I'aide de solvants purs ou de mélanges de solvants hexane,
acetate d'ethyle et méthanol de polarité croissante. Au terme de ce processus
chromatographique, trois composés indexés SA.11, SA.12 et SA.13 ont été isolés, analysés et
caractérises. Le schéma 6 résume le protocole expérimental ayant conduit a I’isolement de ces

composes. Dans les pages qui suivent, I'élucidation des structures de ces trois composes sera

présentée.
SAorgl(4,02 g)
CC sur gel de silice
' ' '
SA.11 (20 mg) Regroupement 360-377 SA.13 (2 mg)

¢CC sur gel de Sephadex L-H20

SA.12 (1 mg)

Schéma 6: Protocole d’isolement des composés de la fraction alcaloidique au

dichlorométhane de Stipularia africana

11.3.2. Identification des composés
11.3.2.1. Identification du composé SA.11
Le compose SA.11 précipite sous forme de poudre blanche dans le systéeme n-

hexane/acétate d’éthyle (19 /1) de la fraction alcaloidique au DCM de Stipularia africana. Il
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est soluble dans le dichlorométhane. Dissous dans le chloroforme, il réagit avec I’anhydride
acétique en présence de quelques gouttes d’acide sulfurique concentré (réactif de Libermann
Buchard) en donnant une coloration vert bleuatre caractéristique des stéroides. L’analyse de
son spectre RMN H par comparaison aux données décrites dans la littérature a permis
d’identifier le composé SA.11 au p-sitostérol (61) de formule brute C29Hs00 renfermant 5

degrés d’insaturations (Nyigo et al., 2016).

En effet, son spectre RMN *H (Figure 9) montre un signal de proton oléfinique & on 5,36
(1H, m) correspondant au proton H-6, ainsi qu’un ensemble de signaux dont les déplacements
chimiques varient entre 0,69 et 2,29 ppm. De plus, un signal correspondant & un proton apparait

a on 3,51 (1H, m) correspondant a 1’oximéthine en position C-3.

AT-SAR2-1.1lfid O < — [ o)
AT-SA2-1 m ™M n N O
N n () o o
N I | |
[ 1
H6 )
‘ H-3
|
,__,J ﬂ wlloas, M L
) b
S S
i i

T T T T T T T T
5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5
f1 (ppm)

w_|

T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0

Figure 9 : Spectre de RMN H (CDClz, 400 MHz) élargi du composé SA.11
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11.3.2.2. Identification du composé SA.12

Le composé SA.12 a été isolé a partir de la sous-fraction extraite au dichlorométhane de
I’extrait alcaloidique de Stipularia africana. Il se présente sous forme de poudre jaune dans le
systeme de solvant Hex/AcOEt (3/1). Soluble dans le dichlorométhane. Le composé SA.12
acidifié et préalablement dissous dans le méthanol en présence du réactif de Dragendorff (60 g
d’iodure de potassium, 0,85 g de nitrate de bismuth, 13,55 g chlorure de mercure, 200 ml
d’ammoniaque et 100 ml de dichlorométhane) donne une coloration rouge orangé lui conférant

ainsi sa nature alcaloidique.

Son spectre de masse a haute résolution et sous ionisation électro-spray en mode positif
(figure 10) présente le pic de I’ion moléculaire protoné [M+H]" a m/z 342,1706 calculé pour
342,1661 compatible avec la formule brute C20H23NO4 et renfermant 10 degrés d’insaturations.

Une recherche minutieuse dans les bases de données DNP (Dictionnary of Natural
Products) et Scifinder en conjonction avec I’analyse des données de RMN a une dimension et

a deux dimensions a permis de I’identifier le composé SA.12 a la lirioférine (62).

La présence de I’ion fragment [M+H-31]" correspondant a la perte du CH3NH2
confirme que cet alcaloide aporphinique est N-substitué (N-CHzs). Le schéma 7 présente le
mécanisme de fragmentation du composé SA.12 mettant en évidence la perte du groupe méthyl
et la formation de I’ion fragment [M+H-31]"a m/z 311.
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[M+H] * [M+H-31]*
m/z =342 m/7 =311

Schéma 7 : Mécanisme probable de fragmentation du composé SA.12

w10 O [#ES1 Scan ft: 2 S52min] Fag=1T8 00 AT_SA_2 &4

"MENTE
3 -
) |[M+H-31]7 = 311,1294 | /
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154 »

14 91012 { 1134

| [M+H] * = 342,1704

24,1521

. Ly
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Figure 10 : Spectre de masse HRESI-TOF du composé SA.12

Son spectre UV (Figure 11) présente des bandes d’absorptions a Amax 235, 270 et 303
nm caractéristiques du squelette aporphinique 1,2,9,10 tétrasubstitué (Omar et al., 2020).

x10 3 |UV (2,877 min) AT_SA_2_2.d

2,5

1,54

0,5

190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
mAU vs. Wavelength (nm)

Figure 11 : Spectre UV du composé SA.12

Son spectre de RMN *3C (CDCls, 100 MHz, Figure 12) découplé proton large bande fait
ressortir 20 signaux correspondant aux 20 atomes de carbones que renferment la molécule.

L’analyse compléte de ces signaux par la technique HSQC (Figure 13) montre les signaux de
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carbones hydrogénés des carbones quaternaires, dont 9 atomes de carbones quaternaires
hybridés sp? a 6c 119,3 (C-7a) ; 122,1 (C-1b) ; 125,9 (C-1a) ; 126,6 (C-11a) ; 127,1 (C-3a) ;
142,8 (C-2) ;143,99 (C-10); 149,9 (C-9) et 152,7 (C-1). Parmi les atomes de carbones
hydrogénés, on distingue :

> Un méthine hybridé sp® a dc 62,4 (C-6a) et trois autre hybridés sp? a dc 111,0

(C-3);111,6 (C-8) et 119,7 (C-11).
> Trois méthylénes hybridés sp? a 5c 26 (C-4) ; 32,9 (C-7) ; 52 (C-5).

> Quatre méthyls a oc 42,0 ;55,9 ; 56,0 et 62,1.
B A S DR DS N—=OVo®D o o o [
(M ANOI NGO - .S q @ R | 9N | 150000
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Figure 12 : Spectre de RMN **C (CDClz, 100 MHz) du composé SA.12
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Figure 13 : Spectre HSQC élargi du composé SA.12
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Sur le spectre RMN 'H du composé SA.12 (Figure 14), on observe les signaux

caractéristiques des alcaloides aporphiniques, résonnant entre on 2,70 et oy 3,74 attribuables

aux protons aliphatiques en position H-4, H-5, H-6a et H-7. Dans la zone aromatique de ce

méme spectre, trois signaux de protons aromatiques sont observés respectivement a on 6.61
(1H, s, H-3), 6,74 (1H, s, H-11) et 6,75 (1H, s, H-8). On note également les signaux intégrant
pour trois protons, correspondant aux protons des groupe méthoxyle apparaissant a 3,59 (3H,

s); 3,78 (3H, s) et 3,79 (3H, s) et de ceux d’un du méthyl lié¢ a I’atome d’azote résonant a on

2,92 (3H, d).

Mémoire de Master rédigé et présenté par Kevine Blondelle NOBE DJIE

36



Diversité Chimique et Activité Cytotoxique de Stipularia africana (Rubiaceae)

atsa32.10.fid
AT-SA262 ? : CDCI3 5 mm

2H, s, H-8 et H-11

40000

30000

\

20000

1H, s, H-3

T T T T T T T
6.85 6.80 6.75 6.70 6.65 6.60 6.55
f1 (ppm)

10000

3 H-OMe

H-NMe

T T T
3.8 3.6 3.4

T
3.2

T T T
3.0 2.8 2.6

f1 (ppm)

50000
40000
30000

20000

NI W

10000

T T T T T T T
18 17 16 15 14 13 12

Figure 14 : Spectre de RMN 'H (CDClIs, 400 MHz) du composé SA.12
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Les données de RMN 2D, notamment les spectres COSY et HMBC, permettent

d'attribuer les carbones quaternaires et de déterminer le mode de substitution sur le squelette

aporphinique du composé SA.12. En effet, sur son spectre COSY (Figure 15) on observe les

taches de corrélations 3J entre les protons H-4 a 6n 2,70 et H-5 & dn 3,20, ainsi qu’entre les

protons H-6a a on 3,74 et H-7 & 61 3,05.
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Figure 15 : Spectre COSY élargi du composé SA.12

Les corrélations hétéronucléaires observées sur le spectre HMBC (Figure 16) du
composé SA.12 entre les protons des groupes méthoxyles, respectivement a 3,78 (3H, s) ; 3,6
(3H, s,) et 3,79 (3H, s) et les carbones en position C-1, C-2 et C-9 confirment la localisation

des groupes méthoxyles.
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Figure 16 : Spectre HMBC élargi du composé SA.12
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— Corrélations COSY
7\ Corrélations HMBC

Schéma 8 : Corrélations observées sur les spectres COSY et HMBC du composé SA.12

L’ensemble de toutes ces données spectrales comparées a celles décrites dans la
littérature a permis d’identifier le composé SA.12 a la lirioférine (62) isolée pour la premiére
fois de Dl’aubier décoloré de Liriodendron tulipifera (Magnoliaceae) par Chen-Loung et
collaborateur en 1976 (Chen-Loung et al., 1976). Elle posséde une activité antimicrobienne

significative en inhibant la croissance des cellules de Enterococcus faecalis (Rahmasari et al.,

2023).

62

Le tableau 10 présente un récapitulatif des données spectrales du composé SA.12 en

comparaison avec celles de la lirioférine.
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Tableau 10 : Données spectrales de RMN H (CDCls, 400 MHz) et RMN 3C du composé
SA.12 (CDClz, 100 MHz) et de RMN 3C (CDCls, 100 MHz) de la lirioférine

lirioférine
SA.12 (Saidi et
al., 2009)
N° oc on (NH, m, J en Hz) COSsYy HMBC oc
1 152,7 - - - 1442
la 125,9 - - - 127,8
1b 122,1 - - - 127,0
2 142,8 - - - 152,0
3 111,0 6,61 (1H, s) - C1,C2,C3a,C4 110,2
3a 127,1 - - 128,6
4 26 2,70-3,73 (2H, m) H-5 C3,C3a, Clb 28,8
5 52 3,20-3,50 (2H, m) H-4 C6a, C3a 53,1
6a 62,4 3,74 (1H, d, 3,37) H-7 - 62,4
7 33 3,05-3,14 (2H, dd 3,37 ; 13,66) H-6a  C7a, Clb, Clla, C6a 339
7a 119,3 - - - 129,8
8 1116 6,75 (1H, s) - C7;C7a, C9 1139
9 149,9 - - - 145,3
10 143,9 - - - 144.9
11 119,7 6,74 (1H, s) - C10, Cl11a, C7a, 111,2
1la 126,6 - - - 123,8
-OMel1 559 3,78 (3H, s) - - 60,2
-OMe2 62,1 3,59 (3H, s) - - 56,0
-OMe9 56,0 3,79 (3H, s) - - 55,8
N-Me 42 2,92(3H, s) - - 43,6

11.3.2.3. Identification du composé SA.13

Obtenu sous forme de poudre blanche dans le mélange n-hexane/acétate d’éthyle (7/3) ;

le composé SA.13 est soluble dans le dichlorométhane. Acidifié et préalablement dissous dans

le méthanol en présence du reactif de Dragendorff (60 g d’iodure de potassium, 0,85 g de nitrate

de bismuth, 13,55 g chlorure de mercure, 200 ml d’ammoniaque et 100 ml de dichlorométhane)

il donne une coloration rouge orangé caractéristique des alcaloides.
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Son spectre de masse a haute résolution sous ionisation electrospray (HRESI-MS)
(Figure 17) en mode positif présente le pic de I’ion moléculaire protonée [M+H] *a m/z
384,1905 calculé pour 384,1766 dont I’analyse & haute résolution a permis de lui attribuer la

formule brute C22H2sNOs renfermant 11 degrés d’insaturations.
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Figure 17 : Spectre de masse HRESI-TOF du composé SA.13

Une recherche minutieuse dans les bases de données DNP (Dictionnary of Natural
Products) et Scifinder en conjonction avec I’analyse des données de RMN a une dimension et

a deux dimensions a permis d’identifier le composé SA.13 a la N-acétylcatalpifoline (63).
MeO

MeO
MeO

MeO

Son spectre UV (Figure 18) présente des bandes d’absorptions a Amax 240, 283 et 305

nm caractéristiques du squelette aporphinique 1,2,10,11 tétrasubstitué (Omar et al., 2020).
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Figure 18 : Spectre UV du composé SA.13
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L’analyse comparative des spectres de RMN H des composés SA.13 et SA.12 en
conjonction avec celle du spectre HSQC du composé SA.13 (Figures 19 et 20) révele de
nombreuses similitudes. Les similitudes observées sur les spectres de RMN 'H de ces deux
composés ont trait a la présence :

» d’un ensemble de signaux entre on 2,70 et on 5,06, attribués aux protons aliphatiques en
positions H-4, H-5, H-7 et H-6a ;

» de deux signaux de protons aromatiques apparaissant dans la région des champs forts a
OH 6,77 (1H, s) /oc 111.3 et 6,62 (1H, d, 8) /oc 110.8; et correspondant respectivement aux
protons en positions H-3 et H-8 ;

» des signaux caractéristiques des protons de groupes méthoxyles, apparaissant
respectivement a J1 3,65 (3H, s), 3,88 (3H, s) et 3,89 (3H, s) ;

En revanche, comme éléments de différence, on note :

» I’apparition d’un signal a Jn 2,20 (3H, s) /dc 22,5 correspondant au groupe méthyle lié
a un groupement acétyle ;

> la présence d’un signal de méthoxyle supplémentaire apparaissant a on 3,89 (3H, s) /oc
55,7 ;

> le déplacement dans la région des champs faibles des signaux des protons aliphatique et
aromatique apparaissant desormais a on 5,06/ dc 50,6 et a on 8,14/ oc 111.7, et attribuable aux
protons en positions H-6a et H-9 respectivement ;

> et la disparition du signal correspondant au proton du groupe méthyle lié a un atome

d’azote.
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Figure 19 : Spectres comparatifs de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) des composés SA.13 et
SA.12
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Figure 20 : Spectre HSQC élargi du composé SA.13
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L'ensemble de ces données spectrales confirme que le composé SA.13 est un alcaloide
de type aporphine, renfermant dans sa structure un groupement acétyle et quatre groupes

méthoxyles.

Les positions de ses différents substituants ont été confortées par les taches de
corrélations observées sur les spectres COSY (Figure 21) et HMBC (Figure 22) du composé
SA.13.

En effet, les taches de corrélations homonucléaires entre les protons H-4 et H-5
apparaissant respectivement a oy 1,69 (1H, m) et a on 3,29 (1H, m) d’une part, et entre les
protons H-7 et H-6a apparaissant respectivement a on 1,7 (1H, m) et a on 5,06 (1H, m), confirme

leurs différentes positions.
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Figure 21 : Spectre COSY (CDCls, 400 MHz) élargi du composé SA.13

Par ailleurs, les corrélations hétéronucléaires *H-*C observées sur le spectre de HMBC
entre les protons de chacun des quatre groupes méthoxyle et les carbones en position C-1, C-2,
C-10 et C-11, respectivement confirment la position des différents groupes méthoxyles. De
plus, la corrélation entre les protons du méthyle apparaissant a on 2,20 et le carbone du

carbonyle a oc 160,0 confirme bien que ce groupe méthyle est lié au carbonyle.
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Figure 22 : Spectre HMBC élargi du composé SA.13
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Schéma 9 : Corrélations observées sur les spectres COSY et HMBC du composé SA.13

L'ensemble de ces données spectrales, comparées a celles décrites dans la littérature,
confirme que la structure du compose SA.13 correspond a celle de la N-acétylcatalpifoline
(63).
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Le tableau 11 présente un récapitulatif des données spectrales du composé SA.13.

Tableau 11 : Données spectrales de RMN *H (CDCls, 400 MHz) et RMN 3C (CDClIs, 100

MH2z) du composé SA.13

SA.13
N° 81 (nH, m, J en Hz) e COSY HMBC
1 - 151,9 - -
la - 129,0 - -
1b - 110,3 - -
2 - 1449 - -
3 6,77 (1H, s) 111,3 - C2,C4
3a 123,8 - -
4 2,69-2,98 (2H, m) 33,4 H-5 3a
5 3,29-3,98 (2H, m) 42,0 H-4 Cé6a,
6a 5,06 (1H, dd, 14,28 ; 9,75) 50,6 H-7 -
7 2,70-2,85 (2H, dd,14,28 ; 4,37) 30,7 H-6a Clb, C6aet Clla
7a - 125,8 - -
8 6,62 (1H, d, 12,39) 110,8 C7,CT7a
9 8,14 (1H, d, 12,39) 1117 - Cl1a, C10
10 - 148,9 - -
11 - 147.4 - -
11a - 129,9 - -
-OMe 1 3,88 (3H, s) 55,9 - C1
-OMe 2 3,65(3H, s) 60,0 - C2
-OMe 10 3,89 (3H, s) 55,9 - C10
-OMe 11 3,89(3H, s) 55,7 - C11
MeCO 160,0 - -
COMe 2,20 22,5 - C5, MeOC
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Ce travail a conduit a I’isolement et a I’identification de trois composés, le g-sitostérol,

la lirioférine et la N-acétylcatalpifoline.

Il est rapporté dans la littérature que la lirioférine présente des activités anti-
inflammatoires (Rahmasari et al., 2023), tandis que le g-sitostérol possede des proprietés
antimicrobiennes (Loizou et al., 2010). Toutefois, aucune activité cytotoxique n’a été décrite

en ce jour pour ces trois Composes.

En raison des trés faibles quantités des produits isol€s, il n’a pas été possible d’évaluer
directement leur potentiel cytotoxique. Cependant, deux fractions distinctes dont 1’une
alcaloidique et I’autre non alcaloidique obtenue tous les deux avec le dichlorométhane (DCM),
ont montré une activité cytotoxique modérée. Cette activité pourrait étre attribuée a la présence

de composés agissant en synergie dans ces fractions.
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[CONCLUSION ET PERSPECTIVES ]

Notre travail a porté sur I’exploration de la diversité chimique et 1’évaluation de
I’activité cytotoxique de Stipularia africana. Dans la recherche de composés a potentiel
cytotoxique, nous avons évalué 1’activité de I’extrait brut ainsi que des fractions obtenues. Les
résultats indiquent que les fractions alcaloidique et non alcaloidique présentent une activité
cytotoxique modérée sur trois lignées cellulaires de glioblastome cérébral (U251-MG, U87-
MG et LN229), avec des valeurs de Clso variant de 23,14 a 139,90 pg/mL.

L’investigation phytochimique de la fraction alcaloidique au dichlorométhane,
identifiée comme I’une des plus actives, a conduit a I’isolement et a la caractérisation de trois
composés : le g-sitostérol, la lirioférine et la N-acétylcatalpifoline. Bien que ces composés
n’aient pas pu étre testés pour leur cytotoxicité en raison de leurs faibles quantités, leur
provenance d’une fraction modérément cytotoxique suggere qu’ils pourraient présenter une

activité biologique intéressante.

Ces résultats apportent une réponse partielle a notre question de recherche en
démontrant que l'extrait de Stipularia africana contient des métabolites secondaires
susceptibles de présenter une activité cytotoxique agissant potentiellement de maniére
individuelle ou synergique. Bien que ces composés n’aient pas encore ¢été évalués
specifiquement pour leur activité cytotoxique, les fractions alcaloidiques et non alcaloidiques
identifiées constituent une base prometteuse pour le développement de nouvelles approches

thérapeutiques contre le cancer.

Pour approfondir ces conclusions, les travaux futurs se concentreront sur la purification
des fractions restantes, 1’étude des autres parties de la plante (fleurs et fruits), ainsi que
I’évaluation de I’activité cytotoxique des composés isolés dans des quantités suffisantes. Ces
étapes permettront de mieux comprendre le potentiel thérapeutique de cette espéce et de

valoriser davantage sa richesse chimique.
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[CHAPITRE 11 : PARTIE EXPERIMENTALE ]
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I11.1. Récolte et identification du matériel végétal

Le matériel végétal de Stipularia africana a été récolté en octobre 2023 a Tibati, une
localité de la région de I'Adamaoua au Cameroun en compagnie du botaniste Dr Essono du
Département de Microbiologie de la Faculté des Sciences de 1’Université de Yaoundé I.
L’identification s’est faite par comparaison a un échantillon disponible & I'Herbier National du
Cameroun sous le numéro de référence 7244. Apres la récolte, le matériel végétal a été découpé,

séché a température ambiante (25°C) et broyé pour obtenir une poudre (1732 g).

Pour isoler les métabolites secondaires de cette espece et élucider leurs structures, divers

équipements et techniques ont été nécessaires.

111.2. Appareillages et matériels
Du broyage du matériel végétal jusqu’a I’isolement des composés a été réalisé avec les
appareillages et matériels disponibles au Laboratoire des Substances Naturelles et de Synthése

Organique appligquée.

X Appareillages

Une broyeuse Retsch de type SM 100 qui a 230 V, 10.0 A, 1.5 KW, 1390 tr/min et 50

Hz, a été utilisé pour le broyage du matériel végétal.

Deux balances, I'une de marque COBOS, modele D-600-SX et I’autre de marque
SARTORIUS de précision 1/1000, ont été utilisées pour effectuer les différentes pesées.

Un évaporateur rotatif de type Heidolph connecté a un circulateur d’eau de marque

LAUDA et de type WKL 230 a été utilisé pour effectuer les différentes évaporations

Une lampe UV de type Herolab (UV-8S/L) aux longueurs d’onde 254 et 360 nm ; a été
utiliser pour la révélation des plagues CCM. Par la suite, cette révélation a été également faite

successivent a I’aide des vapeurs d’iode et de 1’acide sulfurique dilué (H2SO4, 20%).

Les analyses spectrales des composés isolés ont été faites en collaboration avec la

Faculté de Pharmacie de I’Université de Paris-Saclay en France :

Les spectres de masse haute résolution ESI-TOF (ElectroSpray lonisation-Time Of
Flight) ont éte réalisés sur un spectrometre a trappe d’ion thermoquest TLM LCQ en by pass,
soit en LC-MS, chaine UPLC (Agilent) (colonne BEH Acquity C18 1.0 x 50 mm, 1.7 um)
couplée d’un spectrométre de masse ESI-TOF (LCT Premier XE) et d’un détecteur UV PDA
(Agilent).
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Les expériences de résonnance magnétique nucléaire ont été réalisées sur un appareil
Bruker Avance 400 MHz pour le *H et 100 MHz pour le 3C en utilisant le chloroforme deutéré
(CDClz) comme solvant. Les déplacements chimiques () sont exprimés en partie par million
(ppm) relatif au teétraméthylsilane (TMS) comme référence interne. Les valeurs des
déplacements chimiques du CDClz sont : (on : 7,24 ; dc : 77,23). Les constantes de couplage
(J) sont exprimées en Hertz (Hz). Les multiplicités des signaux des protons sont données par
les abréviations suivantes : s (singulet), d (doublet), m (multiplet) et dd (doublet dedoublé).
L’attribution des signaux des protons et des carbones a été effectuée a partir des expériences
1D (*H et 13C) associée aux expériences 2D (*H-'H COSY, H-'H NOESY, 'H-13C HSQC et
!H-13C HMBC) en utilisant le logiciel MestReNova.

/ ;-
** Matériels

Des larges récipients en verre ; tels que I’erlenmeyer et I’ampoule a décanter ont été
utilisés respectivement pour la macération du matériel végétal et pour le fractionnement de

I’extrait brut par traitement alcaloidique.

Une colonne ouverte en verre de 65 cm de hauteur et de 4 cm de diamétre interne, avec
pour phase stationnaire la silice (SiO2) de granulométrie 40-60 pm de type MERCK ou le
Séphadex LH-20 (40-75 um), a été utilisée pour réaliser une Chromatographie sur Colonne
(CC).

Des plaques carrées fabriquées en feuilles d’aluminium recouverte d’une mince couche
gel de silice de type Merck 60 F254, d’épaisseur 0,2 mm et de dimension 20 cm x20 cm, ont
été utilisées pour réaliser les Chromatographies sur couche mince (CCM).

Les cuves chromatographiques de forme cylindrique ont été utilisées pour développer
les plaques chromatographiques dans un solvant ou un systéme de solvants constitué¢ d’hexane,

d’acétate d’éthyle, et de méthanol de polarité croissante.

Extraction de la poudre de Stipularia africana

La poudre obtenue a subi une extraction par macération avec un mélange de solvants
constitue de dichlorométhane et de méthanol dans les proportions équivalentes a température
ambiante (25-27°C) pendant 48 heures. La solution résultante a été filtree et concentrée a l'aide
d'un évaporateur rotatif a 50°C, ce qui a permis d'obtenir 46,11 g d'extrait brut de couleur verte.

Cet extrait brut a ensuite été soumis a un fractionnement par traitement alcaloidique.
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I11.4. Fractionnement de I’extrait brut par traitement alcaloidique

L'extrait brut (46,11 g) a subi un traitement alcaloidique (Schéma 5). Au cours de ce
processus, 1’ajout de I’ecau acidifiée a permis dans un premier temps de le diviser en deux
fractions : I'une soluble dans le dichlorométhane (16,00 g), et I'autre, un sel d'alcaloide soluble
dans I’eau. Cette solution aqueuse a été soumise a un traitement basique, suivi d’une partition
liquide-liquide entrainant la formation de nouvelles phases dont deux organiques : l'une dans le

dichlorométhane (6,02 g) et l'autre dans l'acétate d'éthyle (8,62 g) et a un résidu aqueux

I11.5. Isolement et purification des composés

L’extrait alcaloidique au dichlorométhane (4,02 g) a été fixé sur la célite dans les
proportions (1 : 2) et chromatographié sur une colonne ouverte de 4 cm de diamétre et 65 cm
de hauteur. L ¢lution s’est faite avec des solvants ou mélange de solvants constitu¢ d’hexane,
d’acétate d’éthyle et de méthanol de polarité croissante. De cette colonne, 414 fractions de 100
mL chacune ont été recueillies et rassemblées sur la base de leur profil chromatographique sur

couche mince. Le tableau 12 résume 1’ensemble de ces données.

Tableau 12 : Récapitulatif de I’isolement des composés de I’extrait alcaloidique au

dichlorométhane de Stipularia africana

Systéme d’élution Fractions | Séries Observations
n-Hexane 1-3 S1 | Ne présente aucune tache ni trainée.
Cette sous fraction présente deux taches a 'UV
n-Hexane 4-6 S2 | dont I'une est fluorescente et 1’autre non qui se
révele également a I’iode et a ’acide.
n-Hexane 7-10 S3 | Ne présente aucune tache ni trainée.
n-Hexane 11-16 sS4 Cej[te squ§ frz?lctlon‘ n?ontre une tache fluorescente
qui se révele juste a ’'UV.
n-Hexane 17-46 S5 Ce_ttg sous fraction ne presente aucune tache ni
trainée.
n-Hex/AcOEt (37/1) 47-61 S6 ?e:cte sous fracFlon pr.ese’:nte une tra}neq a I’iode et
a I’acide sulfurique dilué aprés calcination.
Cette sous fraction présente plusieurs taches a
n-Hex/AcOEt (37/1) 62-68 S7 | I’UV, a l’iode et a I’acide sulfurique dilué apres
calcination
Cette sous fraction présente une tache fluorescente
n-Hex/AcOEt (37/1) 69 S8 |aprés révélation a 1’UV, trois taches apres
révélation a I’iode et a I’acide.
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n-Hex/AcOEt (37/1)

70-73

S9

Cette sous fraction ne présente une tache qui se
révele juste a I’iode.

n-Hex/AcOEt (37/1)

74-112

S10

Cette sous fraction présente deux taches
fluorescentes a I’UV et 3 taches a I’iode et a I’acide
sulfurique dilué apres calcination.

n-Hex/AcOEt (37/1)

113-133

S11

Cette sous fraction présente une tache fluorescente
al’UV et deux taches a I’iode et a I’acide sulfurique
apres calcination.

n-Hex/AcOEt (19/1)

134-171

S12

Cette sous fraction présente deux taches qui se
révelent a I’UV (petite longueur d’onde) et I’iode.

n-Hex/AcOEt (19/1)

172-209

S13

Cette sous fraction présente deux taches qui se
révelent a ’'UV, I’iode et a I’acide sulfurique apres
calcination.

n-Hex/AcOEt (19/1)

210-221

S14

Cette sous fraction présente une trainée rouge a
I’UV et trois taches a 1’iode et a I’acide.

n-Hex/AcOEt (37/3)

222-227

S15

Cette sous fraction présente une tache a 1’iode et
deux taches a I’acide.

n-Hex/AcOEt (9/1)

228-236

S16

Cette sous fraction révéle plusieurs taches aussi
bien a I’UV, a I’iode qu’a ’acide.

n-Hex/AcOEt (9/1)

237-255

S17

Cette sous fraction révele plusieurs taches et une
trainée aussi bien a I’'UV, a I’iode qu’a I’acide.

n-Hex/AcOEt (9/1)

256-282

S18

Cette sous fraction présente trois taches a 1’'UV
plus une trainée rouge. Apreés révélation a I’iode et
I’acide, on observe cinq taches.

n-Hex/AcOEt (9/1)

283-287

S19

Cette sous fraction montre une tache apres
révélation a I’iode et a 1’acide sulfurique apres
calcination.

n-Hex/AcOEt (17/3)

288-325

S20

Cette sous fraction présente plusieurs taches plus
une trainée rouge a I’UV et on observe ces mémes
taches a I'iode et a D’acide sulfurique aprées
révélation.

n-Hex/AcOEt (3/1)

326-359

S21

Cette sous fraction présente une tache et deux
taches avec wune trainée rouge a 1'UV
respectivement a la petite et grande longueur
d’onde. A I’iode, on observe une tache et trois
taches a I’acide.

n-Hex/AcOEt (3/1)

360-377

S22

Cette sous fraction présente une tache fluorescente
avec une trainée rouge a ’UV (grande longueur
d’onde), une tache a I’iode et trois taches a I’acide
apres calcination.

n-Hex/AcOEt (7/ 3)

378-404

S23

Cette sous fraction présente deux taches a I’iode et
al’UV dont ’une fluorescente a la grande longueur
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d’onde (360 nm) et l'autre a la petite longueur
d’onde (254 nm).

Cette sous fraction sous fraction présente une

n-Hex/AcOEt (3/2) 405-414 | S24 | trainée apres révélation a I’iode et a 'UV et deux
taches a I’acide.
MeOH - S25 | Lavage
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*%* Protocole d’obtention des composés
e Traitement de la série S11 : obtention de SA.11

La sous-fraction 113-133, obtenue par élution au systeme Hex/AcOEt a (19/1), a été
obtenue sur la base des résultats de la chromatographie sur couche mince (CCM) analytique
pour former la série S11. Apres avoir été laissé au repos a température ambiante pendant 24
heures, un précipité s’est formé. Ce précipité a été filtré, lavé au méthanol, puis séché pour
obtenir une poudre blanche. Une analyse par CCM du produit indique qu'il est pur. Cette poudre

a été indexée SA.11 et pése 20 mg.
e Traitement de la série S22 : obtention de SA.12

La sous-fraction 360-377 obtenue par élution au systeme Hex/AcOEt (3/1) a été obtenue
sur la base de leurs profils chromatographiques pour donner la série S22 (27 mg) qui a été
soumise a une chromatographie sur une colonne de gel de Séphadex LH20. Ainsi, cette série a
été fixée sur la silice dans les proportions 1 :2, puis chromatographiée sur une colonne de 4 cm
de diametre pour 65 cm de longueur. L’élution s’est effectuée de maniére isocratique avec un
mélange de solvants chlorure de méthyléne/méthanol dans les proportions (1/4). Comme le
montre le tableau 14, 85 fractions de 10 mL ont été recueillies et regroupées en fonction de

leurs profils chromatographiques.

Tableau 13 : Récapitulatif de I’isolement des composés de la série S22

Systéme d’élution | Sous fractions | Série Observation

DCM/MeOH (1/4) 1-43 S°1 Ne présente aucune tache

DCM/MeOH (1/4) 44-55 S°2 Présente une tache fluorescente a I’'UV

DCM/MeOH (1/4) 56-85 S°3 Ne présente aucune tache
MeOH - S°4 Lavage
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La sous fraction 44-55 obtenue par élution au systtme DCM/MeOH (1/4) a été
regroupée sur la base de la CCM analytique pour donner la série S°2. Laissée au repos a
température ambiante pendant 3 jours, il s’est formé un précipité jaune. Le profil

chromatographique de ce produit nous laisse croire qu’il est pur et est alors indexé SA.12

(Img).
e Traitement de la série S23 : obtention de SA.13

La sous fraction 378-404 obtenue par élution au systeme Hex/AcOEt (7/3) a été
regroupée sur la base de la CCM analytique pour donner la série S23. Laissée au repos a
température ambiante, il s’est formé un précipité qui a été filtré, lavé avec le Méthanol puis
séché pour donner une poudre de couleur blanc cassé. Le profil chromatographique nous laisse

croire qu’il est pur et est alors indexé SA.13 (2mg).

I11.6. Evaluation de P’activité cytotoxique

Les tests de cytotoxicité ont été réalisés en collaboration avec le Professeur Dzoyem
Jean Paul du Département de Biochimie de 1I’Université de Dschang. L’effet inhibiteur des
échantillons sur la croissance des cellules cancéreuses a été évalué sur trois lignées de
glioblastome : les cellules d’astrocytome U251-MG, les cellules de glioblastome épithéliales
U87-MG et les cellules de glioblastome de type épithéliale LN229. La cytotoxicité in vitro
contre ces lignées cellulaires a été déterminée a 1’aide du test MTT (bromure de 3-(4,5-

diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium).
e Culture des cellules

Les cellules ont été cultivées dans du DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
riche en glucose, supplémenté de 10 % de sérum bovin feetal (FTS) et d’une solution contenante
1 % de pénicilline/streptomycine/fungizone (PSF). Les lignées cellulaires ont été maintenues a
37°C dans un incubateur humidifieé avec 5 % de CO.. L’oxaliplatine, médicament de
chimiothérapie a base de platine principalement utilisé pour traiter le cancer colorectal, a été

utilise comme reférence pour les tests de cytotoxicite.
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e Principe

Le test au MTT est un dosage colorimétrique qui repose sur la réduction d'un sel de
tétrazolium jaune en cristaux de formazan violets par des cellules métaboliqguement actives. Le
réactif utilisé est le MTT (bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium).
Ce composé contient un anneau de tétrazolium qui est réduit en formazan par la succinate

déshydrogénase mitochondriale des cellules vivantes.

La réduction du MTT produit un précipité de couleur violette dans les mitochondries
des cellules actives. La quantité de précipité formée est proportionnelle au nombre de cellules
vivantes et a leur activité métabolique. Apres avoir incubé les cellules avec le MTT pendant
environ 4 heures a 37°C, il est crucial de dissoudre le précipité de formazan violet dans du
DMSO a 100%. Cette étape permet de quantifier la quantité relative de cellules vivantes et

métaboliquement actives en mesurant la densité optique a 570 nm par spectroscopie.
e Mode opératoire

Les cellules ont été récoltées en phase logarithmique en utilisant de la trypsine (0,05%
de trypsine,0,02% d’EDTA, dans du PBS). Par la suite, les suspensions cellulaires ont été
diluées avec un milieu de croissance approprié pour obtenir une densité cellulaire de 10*
cellules/puits. Des aliquotes de 100 pL de chaque suspension ont été ensemencées dans des
plaques de culture cellulaire a 96 puits. Les cellules ont été incubées pendant 24 heures a 37°C
dans une atmosphere humide de 5% de CO: relative dans un incubateur a CO2. Aprés
I’incubation, des matériaux de test (100 pL/puits) a différentes concentrations ont été ajoutés
aux puits contenant les cellules. Les plaques ont ensuite été incubé pendant 48 heures, puis le
milieu de chaque puits a été aspiré et la solution de MTT (2mg/mL dans du PBS) a été diluée
au 1:10 avec du milieu frais et ajouté a chaque puits et les plaques ont été incubées a 37°C
pendant 4 heures. Le milieu a été aspiré des puits et du DMSO a été ajouté pour solubiliser les
cristaux de formazan formés. L’absorbance de la solution solubilisée obtenu a été mesurée sur
un lecteur de microplaques BioTek a 570 nm. La concentration provoquant une inhibition de
50% de la croissance cellulaire (Clso) a été calculée a partir de la courbe concentration-réponse

d’inhibition par analyse de régression.

La doxorubicine a été utilisée comme contréles positif. Des contrdles appropriés avec

une concentration équivalente de DMSO ont egalement été inclus.
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I11.7. Caractéristiques physico-chimiques des composés isolés

X Composé SA.11

Aspect physique : Poudre blanche

Solvant de solubilité : Chloroforme 3

Test Libermann Buchard : Positif

Formule brute : C29Hs500 HO

Masse moléculaire : 412 g/mol

Spectre RMN 1D : Figure : 9

X Composé SA.12

Aspect physique : Poudre jaune

Solvant de solubilité : Chloroforme

Test de Dragendorf : Positif

Formule brute : C20H23NOg4

Masse moléculaire : 341 g/mol

Spectre de masse : Figure : 10

Spectre UV : Figure 11

Spectre RMN 1D : Figures : 12 et 14

Spectre RMN 2D : Figures : 13, 15 et 16
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X Composé SA.13

e Aspect physique : Poudre blanche
e Solvant de solubilité : Chloroforme
e Test de Dragendorf : Positif

e Formule brute : C22H2sNOs

e Masse moleculaire : 383 g/mol

e Spectre de masse : Figure 17

e Spectre UV : Figure 18

e Spectre RMN 1D : Figure : 19

e Spectre RMN 2D : Figures 20, 21 et 22
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