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TITRE

"ETUDE PHYTOCHIMIQUE D'UNE FABACEE TROPICALE, LONCHOCARPUSNICOU
EVALUATION BIOLOGIQUE PRELIMINAIRE"

RESUME

Cette these s’inscrit dans le cadre de la thématigu'EA 4021 "Biomolécules et Thérapies
Antitumorales". Elle vise essentiellement la recherde molécules naturelles d’origine végétale,
dotées d’une activité antitumorale.
Lonchocarpus nicoAublet) D.C. est une liane tropicale de la familles Fabacées, longtemps
utilisée pour ses propriétés insecticide, acaricddepiscicide, attribuées généralement a des
roténoides prénylés (roténone essentiellement). roEnoides dérivent biogénétiguement des
isoflavonoides connus depuis longtemps pour letivigcestrogénique. Cela explique le choix de
cette plante qui n’a pas fait I'objet d’'une étude/fechimique complete, contrairement a d’autres
especes du méme genre. En effet, une dizaine dposg® seulement sont jusqu'alors connus. de
nicou. Nos travaux effectués concernent I'étude desiexfrau polaires (benzénique et hexanique)
de la racine de cette plante. lls sont développéftillés, aprés une description botanique de
I'espece et une présentation générale des molémriesntrées dans le gerirenchocarpuspuis
dans l'espécanicou Cette étude phytochimique conduit a lisolementaela détermination
structurale de trente huit molécules (dont troist sol'état de traces), grace a l'utilisation dedies
techniques chromatographiques (CC, MPLC, CCM deigte, HPLC) et spectroscopiques (UV,
RMN et SM). Ces résultats montrent une composipotyphénolique originale et diversifiée,
caractérisée par quatre groupes de meétabolitesalcarte (un composé), benzoquinone (un
composé), isoflavonoide (trente cinqg composés) retdarivé d'acidepara coumarique (un
compose). Outre la roténone, la déguéline et ldaux dérives 1Fahydroxylés, qui s'accumulent
préférentiellement dans la racine de cette plamtajistingue au niveau des autres phytocontituants
mineurs treize composés naturels nouveaux et sg@sacités pour la premiere fois dans le genre.
Ces quatre composés majeurs ont été testés paitéa sur les récepteurs aux estrogenes, sur
'aromatase ainsi que sur deux lignées cellulaiaeséreuses : érythroleucémique humaine (cellules
HEL), ostéosarcome humain (cellules 1547), en végatler leurs activités antiproliférative et
cytotoxique. Les résultats obtenus sont satisfeas@@s, de I'ordre du nanomolaire) et ouvrent de

nombreuses perspectives de recherche.

Mots-clés :
Lonchocarpus nicqu Fabacées, phytochimie, chalcone, isoflavonoidesénoides, 6a,12a-
didéhydroroténoides, 1l¥maol3-oxa-6a,12a-didehydroroténoides, coumaronochmes)cseco

roténoides, isolement, analyse structurale, évaluaiologique.



TITLE

"PHYTOCHEMICAL STUDY OF A TROPICAL FABACEAE, LONCHOCARPUSNICOU
PRELIMINARY BIOLOGICAL EVALUATION "

ABSTRACT

According to the topic of our research team EA 40&iomolécules et Thérapies
Antitumorales", phytochemical study bénchocarpus nico¢Aublet) D. C. was conducted in order
to isolate natural molecules with antitumor or eauticer activity.

Lonchocarpus nico@Aublet) D. C. is a tropical liana of the Fabacéamily used for a long time
for its insecticidal, acaricidal and piscicidal iaittes assigned to prenylated rotenoids (rotenone
essentially). Rotenoids derived biogenetically frmmflavonoids known a long time ago for their
estrogenic activity. That explains the choice ds tplant which was not completely studied in
contrary to those species lobnchocarpugenus. Indeed, about ten compounds only were igort
in previous study of this plant. After botanical sdeption and presentation of previous
phytochemical studies abolubnchocarpugienus anahicou specie, the least polar extracts (bezenic
and hexanic) studied in this work was developecdeiTinvestigation led to the isolation and
structural elucidation of thirty-eight molecules {ivhich three ultra-minor compounds) by using
various chromatographicals (CC, MPLC, centrifugalCT HPLC) and spectroscopics (UV, RMN
and SM) techniques. This showed an original anderdified polyphenolic composition
characterized by four groups of metabolites: chacqone compound), benzoquinone (one
compound), isoflavonoid (thirty five compounds),daa para coumaric acid derivative (one
compound). Besides rotenone, deguelin and theig-bgdroxylated derivatives, which constituted
the major components of the rootlainchocarpus nicguthirteen new metabolites were found in
the other minor phytochemicals as well as sevesratlever cited before ihonchocarpuggenus.
Preliminary bioassays were further conducted onfdbie main isolated components by evaluating
their effect on estrogens receptors and on aromatagyme. Their antiproliferative activity and
cytotoxic effect on HEL (Human Erythroleukemia)lsednd 1547 cells (osteosarcoma) have been
also investigated. The latter biological study gauteresting results (l§g about nanomolar) that
might be explored by a solid scientific project.

keywords:

Lonchocarpus nicau Fabaceae, phytochemistry, chalcone, isoflavonoid$enoids, 6a,12a-
didehydrorotenoids, 1Bemal13-oxa-6a,12a-didehydrorotenoids, coumaronochr@sorseco
rotenoids, isolation, structural analysis, biol@gievaluation.
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L’étude phytochimique dé. nicoy une Fabacée tropicale, a l'origine de cette theste
réalisée au laboratoire de Pharmacognosie et déoéthmie de la Faculté de Pharmacie de
Limoges. Elle s’inscrit dans le cadre de la théquaide 'EA 4021 « Biomolécules et Thérapies
Antitumorales » qui vise essentiellement la redherde molécules naturelles d’origine végétale
dotées d’une activité antitumorale.

Lonchocarpus nicou(Aublet) DC, a été retenue dans le cadre de ceyramame
principalement par des criteres chimiotaxonomiqies effet, cette plante appartient & la famille
des Fabaceae qui sont bien connus pour leur riehessflavonoides et plus précisément en
isoflavonoides. Les flavonoides au sens large septént un groupe de composeés polyphénoliques,
qui couvrent un vaste domaine d’activités biologisjulls sont connus surtout pour leurs propriétés
antioxydantes, veinotoniques et leurs aptitudesodifier I'activité des systémes enzymatiques et
interagir avec les récepteurs cellulaires. lls s@&galement connus pour leurs activités
antibactérienne, antivirale, anti-inflammatoire,p&tprotectrice, antiproliférative, estrogénique
et/ou anti-estrogénique. Les isoflavonoides, samtnas pour leur capacité a se fixer sur les
récepteurs aux estrogenes conduisant a une aasftitégénique et/ou anti-estrogénique. Ce sont
egalement des inhibiteurs des tyrosine-kinaseyneez qui joueraient un réle dans les processus de
régulation de la transformation et de la prolifénatcellulaires [HARBORNE, 1994]. Plusieurs
études ont montré que les isoflavonoides de sogemt un effet préventif dans le cas des cancers
du sein et de la prostate (cancers hormono-dép&)damsi que dans celui du cancer colorectal
[HARBORNE, 1994].

CommeLonchocarpus nicaudes plantes appartenant a plusieurs genres aierigppicale
de la famille des Fabaceabeguelia, Derris, Millettia, Mundulea, Piscidia, plerosia ...) sont
utilisées pour leur propriété insecticide attribomé&tamment a des dérivés biosynthétiques prénylés
d’isoflavonoides, en particulier les roténoides RBORNE, 1994]. Les manuscrits de plus de
deux mille ans, révélent qu’en Afrique, Amazonidretonésie, ces plantes ont été principalement
utilisées comme poison destiné aux poissons, Gacdaugmenter le rendement de la péche. Ainsi,
pendant des millénaires, les populations indigatidameérique, d’Afrique et d’Indonésie avaient

curieusement le méme usage de ces plantes ditgstickigues [MORETTI et GRENAND, 1982].

L. nicou est une plante originaire du Pérou et actuellermépartie un peu partout en
Amérigue du sud. Contrairement a d’autres espéoegetire, cette liane tropicale n'a pas fait
I'objet d'une étude phytochimique compléte. Jusquigsent seule une dizaine de molécules dont la
plupart sont des roténoides ont été répertoriées cette plante [GEOFFROY, 1895 ; KAOUADJI
et al, 1986 ; KAOUADJI, 1988].



La premiére partie de ce travail concerne toutatthlbétude bibliographique de la plante.
Cette étude commence par une description botaniguk. nicoy description qui permet de
positionner cette espece dans la systématique alesc€ae. Elle se poursuit par une synthese des
principaux résultats phytochimiques antérieurstifslaaux especes du gentenchocarpusy

comprisL. nicou.

Le deuxiéme volet est consacré aux résultats phiytogues personnels obtenus a partir des
racines dd.. nicou Cette partie décrit l'isolement, la purificatienla caractérisation structurale de
trente huit molécules ainsi que les techniquesrhtographiques et spectroscopiques utilisées a

cet effet.

Enfin le dernier volet de ce travail, présentedfsts biologiques des molécules majoritaires
isolées sur la prolifération de cellules cancérsustenotamment les cellules érythroleucémiques
humaines (lignée HEL) et celles de 'ostéosarconmmadin (lignée 1547) ainsi que I'évaluation de

leur cytotoxicite.



1é"¢ PARTIE

ASPECTS BOTANIQUES




A. HISTORIQUE

L’étude botanique dd.onchocarpus nicolAublet) D.C. reste difficile, limitée et trés
controversée car cette espece a fait I'objet de peéu d'études descriptives faute de bons
échantillons botaniques. Il en est de méme pogeteeLonchocarpus

La premiere description de cette plante est fait@ €5 par Aublet lors de ses prospections
de la flore guyanaise. Il récolte dans la régiorRdeira une liane ichtyotoxique (toxique pour les
poissons), nommeeicou par les Galibis (peuple indigene), qu'il décritfdeon détaillée sous le
nom deRobinia nicou.Ce nom est gardé par E. Geoffroy lors de son é&ndE895 Par la suite il
est remplacé par celui denchocarpus nicowt c’est ainsi que I'on désigne dans la plupag de
ouvrages, méme récents, cette plante dont la eudtstrsurtout développée au Pérou.

En 1930, Killip et Smith signalent trois especes Ladbnchocarpusdans le Bassin de
’Amazone :L. nicouD.C.,, L. floribundusBenth., etl. urucuKillip et Smith. Selon euxl.. nicou
reste I'espece la plus répandue et la plus cultiségout en Guyane francaise tandis Quarucu,
également une forme cultivée, se rencontre priteipent au Brésil. D’aprés certains auteurs, les
deux premieres especes ne sont absolument pasedifié I'une de l'autre et ne constituent
vraisemblablement qu’une seule espéce [CHEVALIER7A].

Aujourd'hui, plusieurs especes tlenchocarpussont encore cultivées, comnhe nicou
D.C.,par les indiens dans les bassins de '’Amazone.peedes renferment de la roténone et sont
utilisées par les indigenes pour la péche. Elles/g@t avoir plusieurs appellations locales comme
par exemple celle de kmbo». Il existe plusieurs sortes deTknbo» : la plus appréciée, d’apres
Killip et Smith est le dimbo legitimo »une forme dé.. nicouD.C. cultivée et sélectionnée pour
sa richesse en roténone et que I'on trouve au Pésite derniére est décrite par le botaniste Ducke
comme étant. nicou.Pour Killip et Smith, apres analyse et comparaeriespéce cultivée avec
la description d'Aublet concernaRobbinia nicoujl s'agirait plutét de deux especes différentes.

L. urucuKillip et Smith découvert a Gurupa dans I'état deaP(Brésil), est une nouvelle
espece.

La plante hommeée par AublgRobinia nicouAublet, n’est connue qu’a travers un trés
mauvais spéecimen conservéRritish MuseumPour Killip et Smith, le spécimen n’est autre e
nicouD.C., plante qu’ils ont vue a I'état cultivé daesBassin de '’Amazone [KILLIP et SMITH,
1930].

Pour Chevalier et son équipe, apres examen destéldrms del. nicou de I'herbier du
Museum (récoltés par C.L. Richard a la Guyane ame} et ceux dé. floribundus Benth.
(récoltés a la Guyane anglaise par Schomburgk38J, 2es deux especes ne constituent en réalité
gu’'une seule. Dans le méme temps ils émettent deusédoutes sur le fait quobinia nicou

Aublet soit identique &onchocarpus nicoDd.C.
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Jusqu'en 1937, l'espéce appéléachocarpus nicoAublet) D.C. a toujours été considérée
comme étant identique &obinia nicouAublet. Le botaniste Smith, le méme qui avait tié&a
avec Killip en 1930, sept ans plus tard, s’inteerayr le rapprochement de nicou cultivé en
Amazonie péruvienne et brésilienne afabinia nicoude Aublet [KRUKOFF et SMITH, 1937].
Ainsi, il préconise, aprés une étude approfonditadgiestion, de décrire cette espéce comme étant
une nouvelle plante en lui attribuant un nom sjed, L. utilis A.C. Sm., au lieu de continuer de
I'appeler de fagcon erronéenicou.

Pour Macbride en 1943 [MACBRIDE, 1943], utilis, R. nicouetL. nicoune sont que des
synonymes d®erris nicou(Aublet).

Hermann (1947) souligne la ressemblance de cesplantes avet. urucuKillip et A. C.
Smith. Il affirme que, pour tous ces échantilloflsexiste des nuances dans les caractéres
morphologiques difficiles a décrire et a identifi®our ces raisons, il décide de les traiter eh tan
gue variétés géographiques de I'espece polymdrphieou(Aublet) D.C., au lieu de les considérer
comme des especes a part entiere [HERMANN, 194inkiAl établit quatre variétés de nicou
dontL. nicouvar languidus L. nicouvar urucy, L. nicouvar typicuset L. nicouvar utilis. Toutes
ces variétés different entre elles par la morphelags feuilles (surtout au niveau de l'apex), des
folioles et des nervures.

La description de.onchocarpus utilignom donné par Smith) est reprise trés récemnmrent e
1998, par De Azevedo Tozzi. Selon cet auteur, &rijfgtion de Smith est incompléte car elle est
réalisée a partir du matériel végétal stérile (sangsnes reproducteurs). L'étude botanique de De
Azevedo Tozzi prend en compte les organes repredigcet montre que l'espéce appartient plutot
au genreDegueliagu’a celui dd_.onchocarpusomme l'affirme Smith [TOZZI, 1998].

Comme nous pouvons le constater, I'étude botangjyaus précisément la dénomination
scientifique exacte de. nicoureste jusqu'aujourd’hui encore trés confuse ettitoasin véritable

probleme de systématique pour les botanistes.
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B. CLASSIFICATION DE LONCHOCARPUSNICOU (AUBLET) D.C.

La classification botanique de cette plante penat &sumeée de la fagcon suivante sous forme

d’arbre phylogénique.

REGNE VEGETAL

SOUS REGNE
Rhizophytes
(plantes vasculaires)

EMBRANCHEMENT
Phanérogames
(plantes se reproduisant par les fleurs et lenigsi
I
SOUS-EMBRANCHEMENT
Angiospermes

I
CLASSE
Dicotylédones

SOUS-CLASSE
Dialypétales

SERIE
Caliciflores

ORDRE
Rosales

FAMILLE
Fabaceae

TRIBU
Millettieae

A 4

GENRE
Lonchocarpus

l

ESPECE

Lonchocarpus nicou (Aublet) D.C.
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Pour bien situetonchocarpus nicowans la systématique, nous ferons dans un premier
temps une description succincte des Fabaceae,ldamilaquelle appartient cette plante. Nous
aborderons par la suite les caractéristiques dabla des Millettieae puis du gent®nchocarpus,

avant de décrire de facon détaillée, les caracta@miques de I'espékenicou
|. FAMILLE DES FABACEAE [De WIT, 1963 ; BHATTACHARYYA et JOHRI, 1998]

La grande famille des Fabaceae (de faba, la fésie}ldn unité a son fruit, appelé gousse ou
légume, d’ou le nom de Légumineuses sous lequtd &anille est plus connue. La gousse est un
follicule déhiscent qui s’ouvre par deux fentesgitudinales en deux valves portant chacune une
rangée de graines exalbuminées.

Les Fabaceae représentent une grande famille tgrestide plantes ligneuses (zones
tropicales) et herbacées (zones tempérées) avéqugaarbres et arbustes qui regroupe environ 12
000 especes réparties en 400 a 500 genres. Qaitkefee divise en plusieurs tribus dans lesquelles

les genres sont groupés selon le port de la plénterme des feuilles et le degré de fusion des

étamines.

Les différentes tribus qui composent cette fansidat :

-Abreae -Dalbergieae -Mimoseae
-Adesmieae -Desmodieae -Mirbelieae
-Acacieae -Detarieae -Mimozygantheae
-Aeschynomeneae -Dipterygeae -Parkieae
-Amorpheae -Euchresteae -Phaseoleae
-Bossiaeeae -Galegeae -Podalyrieae
-Brongniartieae -Genisteae -Psoraleeae
-Caesalpinieae -Hedysareae -Robinieae
-Carmichaelieae -Indigofereae -Sophoreae
-Cassieae -Ingeae -Swartzieae
-Cercideae -Liparieae -Thermopsideae
-Cicereae -Loteae -Trifolieae
-Crotalarieae -Millettieae -Vicieae

1. DISTRIBUTION

La distribution des Fabaceae est trées cosmopQ@litdes trouve partout dans le monde.

2. CARACTERES PRINCIPAUX

Les plantes de la famille des Fabaceassédent plusieurs caracteres botaniques en
commun.
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2.1. Appareil végétatif[De WIT, 1963]

Les feuilles sont généralement alternes, pennées ou trifobodtestipulées. Cependant on
peut noter quelques Iégéres variations :

- la foliole finale peut étre absente ou en forraevdile.

- les folioles sont remplacées par des épinesdediajonc).

- les stipules font place a des épines (c’estd$edcarobinier faux acacia).

- le nombre de folioles peut étre réduit (cas étldret du genét).

- la nervation peut étre de type palmée (cas dn)up

Les racines sont généralement pivotantes et laissent appam@é@senodosités a rhizobium

qui se forment si le sol est pauvre en azote.

2.2. Appareil reproducteur [De WIT, 1963 ; BHATTACHARYYA et JOHRI, 1998]

Toutes les Fabaceae possédent un seul carpelle wtigue ovaire. Celui-ci est supere et
surmonté d’un style et d’un stigmate.

Lesinflorescencessont des grappes plus ou moins allongées.

Lesfleurs sont cyclisées, hermaphrodites et fortement zygphes par la corolle.

La corolle présente une forme dite « papilionacée » c’esteaasymeétrie bilatérale et une
préfloraison imbriquée, descendante ou vexilldie est constituée de cing pétales disposés en
forme de papillon. Le pétale dorsal (postérieuexiNum ou plus couramment étendard, recouvre
les deux pétales latéraux ou ailes. Ces derniecsurrent a leur tour, les deux pétales inférieurs,
libres ou unis par leur bord interne sur une ceetalongueur. Ces deux piéces inférieures
constituent ensemble la caréne qui renferme l'arer@t le gynéceée.

L’ androcéecompte dix étamines qui peuvent étre libres (gSmghord. Elles s’unissent le
plus souvent par leurs filets, formant un tube auttu carpelle. Elles peuvent aussi étre soudées
entre elles et 'androcée est alors monadelpherédeytisug. L’androcée est diadelphe quand neuf
étamines sont unies en un tube ouvert en arrieguetl’étamine postérieure reste libre (genre
Vicia) [De WIT, 1963]

Le gynécéenu pistil libre est représenté par un carpellergéoavec un ovaire généralement
pluriovulé, surmonté d’un style de forme variable.

Le fruit est une gousse qui s’ouvre souvent a maturitdeCepeut présenter, lorsqu’elle
est indéhiscente des étranglements entre les gr@nasse lomentacée). Elle est séche ou charnue,
aplatie ou comprimée, ailée ou non, verdatre oucaldeur vive et sa taille va de quelques
millimétres a une trentaine de centimétres. Le nmendovules est variable. lls évoluent pour
former une graine exalbuminée qui est d’ailleursivent riche en composés a haute valeur
alimentaire comme :

- I'amidon (pois, feves, lentilles).
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- les lipides (arachides, graines de soja).
- les protéines (a hauteur de 40% dans les grdmessja).

Il. TRIBU DES MILLETTIEAE ET GENRE LONCHOCARPUS [NEUWINGER, 1996]

Le genrelLonchocarpusfait partie de la tribu des MillettieaeCelle-ci est composée
essentiellement de plantes ligneuses aux feuiteages avec 5 ou plusieurs paires de folioles. Les
fruits monospermes sont indéhiscents et a pardiesea charnue. Ces plantes se retrouvent en

particulier dans les régions intertropicales.

La tribu des Millettieae est composée d’'une vingtade genres Afgekia, Aganope,
Antheroporum, Callerya, Chadsia, Craibia, Craspadnum, Cyclolobium, Dahlstedtia, Deguelia,
Derris, Fordia, Hesperothamnus, Lonchocarpus, Miide Mundulea, Piscidia, Platycyamus,
Platysepalum, Poecilanthe, Pongamia, Sarcodum, ibsphet WisteridSOUTHON, 1994].

Les Lonchocarpussont des lianes qui sont tres difficiles a diff@ier les unes des autres.
On les rencontre dans les régions tropicales djffiet d’Amérique du sud ou elles sont cultivées
pour leurs racines qui renferment des roténoides farticulier la roténone) a propriétés
ichtyotoxiques et insecticides [CHEVALIER, 1937&88RUNETON, 1999]. Ce genre comporte
environ deux cents especes voire plus [SOUTHON4]L99

L'identification des espéces du gelu@nchocarpusn'est pas aisée, ni par leur apparence
extérieure ni par I'étude de leurs caractéres ptan, du fait de leur proximité et de leur siraiie
avec d'autres espéces des genres voisins cdremis, Deguelia, Millettia, Tephrosid_a rareté et
la hauteur de leurs fleurs offrent des obstacle®®é a toute description botanique rigoureuse.
L'identification des especes est rendue plus défiencore par une abondante synonymie populaire
[PERROT, 1944].

Les Lonchocarpugrésentent defeuilles alternes, imparipennées et ailées. flesrs sont
souvent rares ou apparaissent seulement a panircértain age. LeBuits sont sous forme de

gousses coriaces et aplaties.
lll. ESPECE LONCHOCARPUS NICOU [GEOFFROY, 1895 ; MORETTI et GRENAND, 1982]

Trés peu d’études sur la description botaniqué.deicou sont relatées dans la littérature.
Les tentatives faites pour clarifier la taxonomtel’ethnobotanique de.. nicou et des plantes
ichtyotoxiques d’Amérique tropicale en génésaht peu nombreuses et surtout tres confuses alors
gue l'usage de cette plante est trés répandu. Badlifficultés majeures concernant I'identification
de ces plantes est qu’elles sont le plus souvesigmi&es, soit d’'un terme génériqd®rigine
européennenfvrée pour la Guyane francaisbarbascopour les pays de langue espagnole) soit
d’'un mot amérindien désignant a I'origine un grodpeplantes ou méme une espece précise. Par la
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suite, les populations néo-coloniales ont étends appellations a I'ensemble des plantes
ichtyotoxiques ; c’est le cas dinbo pour le Brésil et demekoepour le Surinam [MORETTI et
GRENAND, 1982].

Malgré toutes ces difficultés autour de l'identtion et de la description botanique exacte
desLonchocarpugd'’Amérique tropicale et aprés analyse des argusrird différents auteurs, nous
pouvons suggérer qulobinia nicoy Lonchocarpus utilis Deguelia utilis et/ou Lonchocarpus
nicou ne désignent peut étre qu'une seule et méme edpgceorphologie de cette derniere varie
en fonction des conditions environnementales deserelles que le type de végétation, le sol,
I'ensoleillement, I'humidité etc. Toutes ces rassaboutissent a des "modeéles” qui peuvent étre
interprétés comme taxonomiquement distincts mais equ réalité traduisent des variations
morphologiques qui sont mieux détectées aprés axdfua grand nombre d'échantillons.

Ainsi, la description botanique qui suit sera esseament basée sur celle de Geoffroy,
[GEOFFROQY, 1895] faite en 1895.

1. SYNONYMIE [CHEVALIER, 1937a ; MORETTI et GRENAND, 1982 ; TOZZ998].
- Deguelia utilis(A.C. Sm) A. M. G. Azevedo
- Derris utilis (A.C. Sm) DuckeD. nicou(Aublet) J. F. Macbride
- Lonchocarpus nicold.C., L. floribundusBenth.,L. utilis A. C. Smith,L. urucuKillip et
Smith

- Robinia nicou Aublet

2. NOMS VERNACULAIRES

Lonchocarpus nicouest connu sous différents noms suivant les paysestrégions
considérés barbasco(pour les pays de langue espagnal@ou, nivréeou encoraniwoué(Guyane
francaise)fimbo (Brésil),cubé(Pérou) hekoeginekou(Surinam).

3. DESCRIPTION BOTANIQUE [GEOFFROY, 1895].
Lonchocarpus nicoest une liane d'origine tropicale dont les diffdées parties vont étre

décrites ci-dessous.

3.1. Caracteres macroscopiques

3.1.1.Les feuilles

Les feuilles sont alternes, imparipennées et ailéegr nombre est de trois de chaque cété
(Figure 1). Le pétiole porte a sa naissance detitepestipules.
Les folioles sont vertes a I'état frais et d’untdanunatre lorsqu’elles sont seches. Leur tailtdrés
variable. Les folioles inférieures peuvent atten@5 cm de long sur 12 cm de large, et les

15



supérieures, 8 sur 4 cm. Leur forme est sensibleovexte. Elles se terminent par une longue pointe
recourbée vers la droite.

Les nervures secondaires, au nombre de dix endeoohaque c6té de la nervure meédiane, sont

bien plus accentuées sur la face inférieure queadace supérieure (Figures 1 et 2).

Figure 1: Feuilles dd_onchocarpus nicou Figure 2 : Foliole agrandie dk. nicou
[FIELD MUSEUM, 2005]. [FIELD MUSEUM, 2005].

Les folioles portent, surtout a la face inférieute nombreux petits poils bruns formant un fewdrag
tres délicat, que I'on peut voir a I'ceil nu. Ceslgpae sont visibles sur la face supérieure quedesur
nervures et avec l'aide d’'une loupe.

Les bords de la foliole sont nets, lisses, sangraiéchancrure ; le pétiole est trés court.

3.1.2. Les fleurs

De l'aisselle des feuilles nait un épi de fleurgt €pi est composé de pseudo-grappes
multiflores agglomérées, disposées de fagon vigtcj I'axe du premier ordre est strié, ligneux,
légerement pubescent jusqu'a 20 cm de long, fteymuis presque la base.

Le calice roux et tomenteux (4-5 mm de long) fonme seule piéce arrondie et comporte
cing dents inégales, aigués dont les extrémitésatinses et garnies régulierement de cils.

La corolle blanche, trés Iégerement violacée aakselde I'étendard, est composée de cing
pétales attachés par un petit onglet a la parérigire et interne du calice. Le pétale supéristr e
large, étendu et releveé (Figure 3).

Les deux pétales latéraux sont longs, en formdedtandis que les deux inférieurs sont
petits, concaves, appliqués 'un contre l'autre.

Les étamines sont au nombre de dix dont neuf réuemeun faisceau et une séparée. Elles
sont placées sur le fond du calice, au-dessousndertion des pétales ; les anthéres sont ovoides,
jaunes et a deux loges.
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Le pistil est oblong, comprimé, surmonté d’'un sgdeidé terminé par un stigmate obtus.

Figure 3: Deguelia utilis(A. C. Sm.) A. M. G. Azevedo Eonchocarpus nicogAublet) D.C.
(a). rameau et inflorescence ; (b). fleur ; (c —différentes parties de la fleur : (c). calice). ¢tendard ;
(e). ailes ; (f). caréne ; (g). androcée ; (h).&pae TOZZI, 1998].

3.1.3. Laracine[CHEVALIER J. et CHEVALIER M., 1937b ; PERROT 1944]
Elle est d'un brun jaunatre, plus ou moins arqu®a. surface est plissée de sillons

longitudinaux. Sa coupe montre une écorce légérebrene, épaisse de 1 mm entourant un bois
plus clair & vaisseaux bien formeés, visibles all'oei. Les rayons médullaires sont nettement
visibles. Les radicelles sont rares, les cicatraléptiques sont tres aplaties dans le sens teassv

et protubérantes. La cassure est fibreuse et ladsan duvet de fibres sclérifiées sur les trasch

3.2. Caracteres microscopiques
Toutes les parties de la plante ont été étudiéemerdgnt pour leurs caractéres
microscopiques [GEOFFROQOY, 1895]. Les figures quvesat montrent les différents tissus et les

particularités de ces parties.

3.2.1. Les feuilles
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Vu de face, I'épiderme supérieur ne présente riemetinarquable. Toutefois, on constate
I'absence compléte de stomate.

Des poils tres rares sont localisés sur les nesvdeela feuille. lls ont un diametre de 0,2 a
0,3 mm et sont entierement couchés sur la surfada fkuille. Ces poils appelés poils flagelliferes

se composent de trois cellules (Figure 4).

Figure 4 : Coupe transversale du limbe ldenicou
(a) pied ; (b) manche ; (c) flagellum ; (d) épidern{e) cellules palissadiques ; (f) parenchymaracx
(9) liber ; (h) sclérenchyme ; (i) pilier de sclécbyme[GEOFFROY, 1895].

3.2.2. Le pétiole

Au niveau du pétiole, la symétrie par rapport gplan est bien apparente. Sa structure est
semblable a celle de la nervure médiane de lalde@in trouve sur son épiderme des poils et des
stomates disposés a droite et a gauche du plaryrdétrie. Au-dessous de la face supérieure,
apparaissent deux faisceaux libéro-ligneux dectire semblable a celle du faisceau central

(Figure 5). La moelle est assez abondante et coempént lignifi€ée. Les membranes des cellules de

Figure 5: Coupe transversale du pétiole

(a) faisceau libéro-ligneux accessoire ; (b) pat@étrice ; (c) fibres péricycliques ;
(d) liber ; (e) cellules a tanins (f) bois (g) packyme[ GEOFFROY, 1895].
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la moelle sont épaissies et finement ponctuéedaiies sont tres allongées et peuvent atteindre
plusieurs millimetres. De pareilles cellules secmirent aussi, mélées a d’autres plus petites dan

le liber.

3.2.3. Latige
Elle est constituée, au niveau du suber de 20as&Ses formées de cellules aplaties (Figure
6). Quelques-unes de ces cellules ont leurs merebrpaissies et lignifiees a la facon des cellules

scléreuses, tout en conservant la forme des celuibéreuses.

Figure 6: Coupe transversale de la tige Figure 7 : Vue microscopique des cellules
[GEOFFROY, 1895]. scléreuses [GEOFFROY, 1895]

Apres le suber, on trouve un parenchyme a membiaikdosiques contenant des cellules
scléreuses (Figure 7), réunies par 4 ou 5 et ume non interrompue de ces mémes cellules

disposées sur 3 ou 4 rangs.

3.2.4. Laracine

Le suber est trés peu important. Le parenchymdcabrprésente des grandes cellules
cellulosiques, arrondies, a méats. Le péricycleligsifié et discontinu. Les cbénes libériens sont
etroits et présentent un liber collenchymateux opagéois minces plus ou moins écrasées. On
remarque aussi la présence de nombreux faiscediibrele sclérifiées.
Le bois est important avec des vaisseaux peu nampentourés de 2 & 3 couches de cellules
lignifiées. On distingue aussi des couches disnaes de fibres sclérifiées. Les rayons médullaires
sont nombreux, rectilignes, de 2 a 5 cellules dgelacellules a parois minces cellulosiques et
allongées dans le sens radial. La moelle est pendante et est constituée de cellules cellulosiques

polygonales sans méats (Figure 8).
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Figure 8: Coupe de la racine de L. nicou [CHEVALIER J. &E/ALIER M., 1937b].

A. Coupe transversale (Grossissement x 10).
B. Coupe détailléeSu,suber ; pc, parenchyme corticall, liber ;rm, rayons médullairesi, bois ;

r, cellules a roténonepp, parenchyme ligneux cellulosiquag, fibres(Grossissement x 300).

-Localisation de la roténone dans la racinfCHEVALIER J. et CHEVALIER M., 1937b]

La roténone se présente en masse amorphe, gramudellsspect cireux de couleur jaune ou
brune suivant I'épaisseur des amas. Elle se |lacalens des cellules cellulosiques de grandes
dimensions et s'observe dans le parenchyme cqroaiout au dessous du suber et a la sortie des
rayons médullaires. Elle est retrouvée égalemems tks rayons médullaires, dans le parenchyme
du bois cellulosique et dans le parenchyme de klmo

C. DISTRIBUTION

Lonchocarpus nicoest originaire d’Amérique du sud. On le rencomstuetout au Pérou et
plus précisément dans les contrées d’Ayacuchoudim Jde Loreto, de Madre de Dios et de San
Martin. On le retrouve également au Brésil, en Geykancaise, au Vénézuela, au Surinam, en
Colombie et en Equateur.
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2°™ PARTIE

ETUDES PHYTOCHIMIQUES

ANTERIEURES




Les métabolites secondaires des plantes appartadariamille des Fabacées, en particulier
dans la tribu des Millettiées, sont tres nombrettés variés. Pour cela, nous nous limiterons, en
ce qui concerne les études phytochimiques antésearl'espedeonchocarpus nicopuis au genre
LonchocarpusLa plupart des produits naturels signalés etrtépés dans le genideonchocarpus
appartiennent au grand groupe des composés polgtipées et plus précisément aux flavonoides.
On retrouve également quelques composés de laldathat triterpénes et des composés azotés dont
des alcaloides. Comme les flavonoides représeplast de 90% des produits répertoriés, les
diverses structures de ces produits sont préseaitékessous sous forme de rappel des généralités

sur les flavonoides.

A. GENERALITES SUR LES FLAVONOIDES

l. INTRODUCTION

Les flavonoides représentent une classe de méeshecondaires largement répandus dans
le réegne végétal. Ce sont des pigments quasimeamergels des végétaux qui sont en partie
responsables de la coloration des fleurs, dessfreit parfois des feuilles. On attribue a ces
flavonoides des propriétés variées : veinotonigngiumorale, anti-radicalaire, anti-inflammatoire,
analgésique, anti-allergique, antispasmodique,-tmtiérienne, hépatoprotectrice, estrogénique
et/ou anti-estrogénique etc. lls sont égalemenbesmpour moduler I'activité de plusieurs enzymes
ou de récepteurs cellulaires.

Le terme flavonoide regroupe une tres large gameneochposeés naturels polyphénoliques.
On distingue différents types de noyaux : flavorfesjonols, flavanones, flavanonols, flavanes,
flavan-3-ols, flavylium, chalcones, aurones, isoflaes, isoflavonols, isoflavanes, ptérocarpanes,
coumaronochromones, 3-arylcoumarines, coumestestégpides etc. Les flavonoides ont tous une
origine biosynthétigue commune. Ce groupe de coawest défini par une structure générale en
Cis, caractérisée par un enchainement AWAE Les flavonoides lato sensly comprennent les
flavonoides Stricto sensu” (flavones, flavonols, flavanones, flavanonolsydiaes, flavan-3-ols,

flavylium, chalcones, aurones) et les isoflavonside
Il. FLAVONOIDES

Les flavonoides stricto sensu" dérivent d'une structure 1,3-diphénylpropane.
L'enchainement propanique est le plus souventfeooe d'hétérocycle pyranique, a I'exception de
deux groupes : les chalcones et les aurones (F@urdu plan biosynthétique, les flavonoides
résultent de la condensation de 3 unité¢sGus forme de 3 malonyl-CoA) qui va former le noya

A et d'un acide cinnamique activé qui sera a loeigdu noyau B et la chaine propanique. Cette
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condensation est catalysée par la chalcone systhéazyme-clé dans la formation des flavonoides
qui conduit & un précurseur, la chalcone (Figupe 10

R=H, flavone R=H, flavanone chalcone

*t1

o e

7 Nys
C
/3

5 4

R=0H, flavonol R=0H, flavanonol

aurone R=H, flavane flavylium
R=0OH, flavan-3-ol

Figure 9 : Structure des différentes sous-classes des flades@iu sens strict

isoflavane ptérocarpane coumachromone

3-arylcoumarine coumestane

Figure 10 : Structure des différentes sous-classes d'isofladeso
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ll. ISOFLAVONOIDES

Les isoflavonoides constituent une grande et trnérsifiée sous classe des flavonoides. lls
dérivent d'une structure 1,2-diphénylpropane (Figl®). Malgré leur caractérisation sporadique
dans la classe des dicotylédones, ils sont en pféstque spécifiques de la famille des Fabacées.
Cette spécificité est probablement due a la pré&sdans cette famille de I'enzyme responsable du
réarrangement du 2-phénylchromone (flavanone) pliédrylchromone (isoflavone) [BRUNETON,
1999] (Figure 11). En dépit de cette distributi@streinte dans le regne végétal, on observe une
large et trés surprenante variation structuraleisiefavonoides. Plus d’'une centaine de produits
naturels sont signalés dans les espéces appartetaatribu des Millettiées. lIs peuvent étre ofsss
en une douzaine de catégories structurales : 8eamylarines, coumaronochromones, coumestanes,
isoflavanes, isoflavénes, isoflavones, roténoigésocarpanes etc. Ces catégories different entre
elles, par le degré d’oxydation et I'existence am,nd’hétérocycles supplémentaires. Dans chaque
catégorie, on note également la présence fréequentdérives prénylés. Le terme « prénylé » est
utilisé au sens large désignant ainsi le substitpegnyle et ou isopentényle, les dérivés furano et
diméthylpyrano ou encore le substituant géranyleaotre. Les différents types de prénylation
rencontrés dans le gent®nchocarpuset dans les genres voisinBefris, Millettia, Mundulea,
Tephrosid sont représentés et regroupés ci-dessous (Figyre

Parmi tous les isoflavonoides répertoriés dansegne végétal, la catégorie la plus
largement représentée est celle des isoflavoneglyoasylées. Les isoflavones glycosylées quant
a elles, existent mais sont plus ra@sg(ycosylées et exceptionnellemeévglycosylées). Certains
isoflavonoides possédent un cycle supplémentastdtait de la cyclisation du dérivé 2’-hydroxylé.
Les ptérocarpanes et leurs dérivés ainsi que lesiamnochromones en font partie. D’autres ont
une structure de type coumarinique induite pary@ation d’'une isoflavene. C’est le cas par
exemple des coumestanes et de leurs dérivés. Umedgroupe d’isoflavonoides possédent non
seulement un cycle, mais en plus un carbone sugplixine. C'est le cas des roténoides qui
proviennent d’'une cyclisation oxydative de la 2'thexyisoflavone (figure 12). Les roténoides sont
rencontrés principalement chez les Fabacées mdissaiencontre aussi de fagon sporadique dans
d'autres familles notamment les genr@&oerhaaviaet Mirabilis (Nyctaginacées) [SANTOSt al,
1998 ; YI-FENet al, 2002],Iris (Iridacées) [SHAWLet al,, 1988],Macaranga(Euphorbiaceées)
[SULTANA et ILYAS, 1987] etSarcolobuqgAsclépiadacées) [WANGENSTEE al, 2005].

Les roténoides sont connus essentiellement pouativité insecticide.
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Figure 11: Schéma biosynthétique des grandes classesldiisobides et leurs inter-conversions
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§u3 ‘(jérgeg"\)//llznw 3-méthylbutyl 1,1 diméthylallyl 3-hydroxy- 1-hydroxy- 3-hydroxy- 1,3-dihydroxy-
ou (1,1-DMA) 3-méthyl- 3-méthyl- méthylbuty! 3-méthylbutyl
transbut-1-ényl but-2-ényl
OH
° e T
— oH \
hOOH
g'rt“‘ztrjyl‘l 2-hydroxy-  époxyprényl  3.hydroxy- 3-hydroxyméthy 2-oxy-3-méthyl-
ut-1-eny 3-méthyl- 3-méthylbutyl  3-méthyl-but-2-ényl  but-3-ényl géranyl
but-3-ényl
OH HO.__ OH
S OH _
o) o ) o) o o
CICK
7,8-(2,2-diméthyl- 7 8-(2,2-diméthyl- 7,8-(2,2-diméthyl- 7,8-(2,2-diméthyl- 7,8-furano 6,7-furano
pyrano) ou 3,4-dihydropyrano) 3,4-dihydroxy-3,4- 5,7-dihydroxy-
(7,8 DMP) ou (7,8 DMDHP) dihydropyrano) 3,4-dihydropyrano) \(
I =<
X
6,7-(2,2-diméthyl-  6,7-(2,2-diméthyl- 6,7-(2"-isopropényl- 6,7-[2"-(2-hydroxy- 7,8-(2"-isopropényl-
pyrano) 3,4-dihydropyrano) dihydrofurano) isopropyl-) dihydrofurano)
ou (6,7 DMP) ou (6,7 DMPDHP) ou (6,7- PDHF) dihydrofurano] ou (7,8-PDHF)

HO HO o)
O
(6] p—
O e} 0

5,6-[2"-(2-hydroxy 7,8-(2"-acétylfurano)  7,8-[2"(1,2-époxy-2f

7,8-[2"-(2-hydroxy  8,7-[2"-(2-hydroxy

-isopropyl- -isopropyl- — -i_SOPVODW' méthyl)-furano]
dihydrofurano] dihydrofurano] HO dihydrofurano]

7,8-(2,2-diméthyl- 8,7-(2,2-diméthyl- 7,8-(2,2-diméthyl-

5-hydroxy-3,4- 3-hydroxy-3,4- 3-hydroxy-3,4- 5,6-furano

dihydropyrano) dihydropyrano) dihydropyrano)

Figure 12 : Quelques types de prénylation rencontrés danshocarpugt dans les genres voisins
(Derris, Millettia, Mundulea Tephrosia

B. ETUDES PHYTOCHIMIQUES ANTERIEURES SUR L'ESPECE L. NICOU

Lonchocarpus nico@st une espéce végétale trés peu étudiée. Enjaffgeti'a ce jour, elle

n'a fait 'objet que d'une seule étude phytochimgqqui a permis d’isoler et d’identifier huit

25



produits naturels. Geoffroy qui est le premier adiér cette plante (appelée a I'épodrebinia
nicou), a identifié en 1895 pour la premiére fois un posgé qu’il nomma « nicouline »
[GEOFFROY, 1895]. Quelques années plus tard, Nd§di2), isola le méme composé dDerris
d’origine asiatique Derris chinensis(en japonais Rohten), d'ou le nom de roténonelwquitt
donné. On retrouvera plus tard encore cette maédahs les racines d@erris elliptica sous le
nom de derrine et de tubatoxine.

En 1986 Kaouadgt al, ont isolé de la fraction hexanique de la radeg. nicou,plusieurs
roténoides dont la roténong, la déguéling7], la 124-hydroxyroténongs] et la téphrosings].
Une isoflavone prénylée, la barbigérgagainsi qu’un stilbéne, le lonchocarpéie spécifique a
cette espéce ont également été isolés de la inabg@anique [KAOUADJlt al, 1986]. lls ont
réalisé également une étude succincte de la fractiboroformique permettant d’identifier deux
acides phénols, I'acide tubaiguget I'acidep-tubaiqueg2] [KAOUADJI, 1988].

A
o OH o OH
COOH COOH

[1] Acide tubaique [2] Acide-tubaique

[4] Lonchocarpusone [5] R=H Roténone [7] R=H Déguéline
(barbigérone) [6] R=OH 128-Hydroxyroténone [8] R=OH Téphrosine

C. ETUDES PHYTOCHIMIQUES ANTERIEURES SUR LES AUTRES ESPECES DU
GENRE LONCHOCARPUS

Les molécules rencontrées dans le gemechocarpugpeuvent se classer en trois grands

groupes : les composés phénoliques, les triterpgiries composés azotés.

l. LES COMPOSES PHENOLIQUES

La plupart des composes cités dans le geanehocarpusappartiennent a cette classe. Ces
composés phénoliques présentent généralement Qipeenylation mais on peut rencontrer
également de temps a autre @wrénylation. lls se distinguent en 3 grands greupkes acides

phénols, les stilbénes et les flavonoides.
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1. Les acides phénols

Quatre acides phénols sont répertoriés au niveagetuwe Lonchocarpus Outre 'acide
tubaiqudi] et I'acidef-tubaiqueg?] répertoriés chek. nicou l'acide caféique] et I'acide férulique
[10] sont les seuls a étre cités au niveau d’'une awpece L. speciosusCes deux dernieres
moléculeg[9] et[10]) sont des dérivés de I'acide cinnamique et ondigigbution trés large dans le

regne végétal.

COOH
X
HO

R

[9] R=OH Acide caféique
[10] R=0OCH Acide férulique

2. Les stilbénes

En plus du lonchocarpéend isolé de la fraction hexanique de nicoy plusieurs stilbénes
prénylés sont répertoriés dans le gdroechocarpug[12]-[22]). Les longistylines A-D ainsi que les
chiricanines A-E sont isolés respectivement ldelongitylus Pittier et delL. chiricanus. La
caractéristique des stilbenes répertoriés dansenesgest une prénylation, quasi systématique et
constante au niveau du noyau aromatique B exclogaé Identifié chezLonchocarpus
chiricanus le 3,5-diméthoxystilbéng1] est le seul composé qui ne présente pas de ptiényla

OCH,

X E OCHj3

()

[11] 3,5-Diméthoxystilbene [12] Ri=R,=0OH, R=H Chiricanine A [16] Longistyline C
[13] Ri=OCH;, R=0OH, R=H Longistyline A
[14] Ri=R,=OCH;, R:=H 3,5-Diméthoxy-4-prénylstilbéne
[15] Ri=R,=R;=0CH; 3,5,4'-Triméthoxy-4-prénylstilbéne

[19] Chiricanine C

[20] Chiricanine B [21] Chiricanine D [22] Chiricanine E
3. Les flavonoides

Sont groupés ici les flavonoides au sens stritedue et les isoflavonoides.
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3.1. Les flavonoides au sens strict

Dans ce groupe on distingue des chalcones, desegjrdes flavones, des flavanones et des

flavanes.

3.1.1. Chalcones et dérivés

Les chalcones et leurs dérivés rencontrés dansnieegonchocarpusont au nombre de 29

et sont tous prénylég3]-[50]). Cette prénylation est le plus souvent une préioylacyclisée du

type DMP et se fait exclusivement sur le noyay(38]-[35], [39]-[46] et [50]) tandis que le noyau B

reste peu ou pas substitué. Elle peut étre aussite comme c’est le cas des comp@agg30],

tous rencontrés pour la plupart ddnsericeuqPoir.) Kunth,L. xuul Lundell. etL guillemineanus

(Tul.). Parmi ces chalcones, deux présentent Qsfmrénylation linéaire([23] et [24]). D’autres

présentent une prénylation de type « furano »std&cas des composgs], [32], [36]-[38], et [47]-

[50]. L'orotinichalcone[50] isolée a partir de graines de orotinusprésente une originalité peu

fréquente : deux prénylations simultanées, l'umeéédire et l'autre cyclisée (type DMP), qui

affectent le noyau A. La déméthylpaecansone-B est pa part, obtenue sous deux formes par

Watermann et Mahmoud en 1985 : une forme énoljgnlest une forme cétoniques), toutes les

deux issues de la graine de constaricensisLes composé$47]-[50] de prénylation de type

« furano » et linéaire au niveau de la chaine aqmmue sont moins courants dans le genre

Lonchocarpus.

PG

[23] Dihydrocordoine

HO R

OH O

[26] R=H lIsocordoine
[27] R=OH 4-Hydroxyisocordoine
(isobavachalcone)

OH
L Q

(o}

(o}

[31] Castillene E

A
o} OH

‘ XN g
OCH; O  OH

[34] Déméthylpraecansone-B

O
\‘)/
OH O

[24] Cordoine (derricidine)

HsCO R
OH O

[28] R=H Derricine
[29] R=OH 4-Hydroxyderricine

O
HO
AN

OH O

[32] Flémitrictine B

X
ROUYS
OCH;O O

[35] Déméthylpraecansone-B
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HO.
OH O

[25] Pseudo- isocordoine

[30] Ovalichalcone

O. OH
POPYS
OH O

[33] Isobavachroméne

— 0\
O ! OCHs l o
o}

[36] 3,4-Méthylenedioxy-2'-méthoxy-
(2",3":4',3"furanodihydrochal@n



OCH; o—\

OH

o) o) o) OH o

SOPYeN. SOV
o) o)

OCH3 OCH3
[37] 3,4-Méthylénedioxy-5'-hydroxy- [38] 3,4-Méthylénedioxy-2'-hydroxy-3',6'- [39] Ri=OCH;, R=H 3,4-Diméthoxy-
2’-méthoxy(2",3":4',3")furanochalcone diméthoxy(2",3":4',3")furanochalcone ndébocarpine

[40] Ri=H, R=0OCH; 2'4-Dimé-
thoxy-6'-hydroxylonchocarpine

X A Ry N 0\
o O OH O R, o O OCHs O R, 0 O OCH, O e
X Ry =
o] O O OCH3 O
[41] Ri=R,=H Lonchocarpine [44] Ri=R,=H Purpurénone [46] (Z/E) 3,4-Méthylénedioxy-2'-
[42] Ri=H, R=0OH 4-Hydroxylonchocarpine [45] Ri+R,=-OCHO- 2'-Méthoxy-3,4- méthoxy-6",6"-diméthylpyrano
[43] Ri=R,= OH 3,4-Dihydroxylonchocarpine méthylénedioxy&s-diméthylpyrano- (2",3":4',3"chalcone

(2",3":4",3")dibenzoylméthane

[47] Ri=R;=Rs=Rs,=H 8-(a,B-diméthylallyl)-Pongamol [50] Orotinichalcone
[48] Ri=R,=H, R=R4=0OCH; 2-(1,1-diméthyl-2-propényl)-1-

Phényl-3-(4,6,7-triméthoxy-5-benzofuranyl)-1,3-paopdione

[49] Ri+R;=-OCH0-, R=Rs=H 2-(1,1-diméthyl-2-propényl)-1

-(1,3- benzodioxol-5-yl)-3-(4-méthoxy-5-benzofurgry,3-Propanedione

3.1.2. Aurones et dérivés

Jusqu’a présent 12 aurones ont été citées darentelgonchocarpusdont 4 spécifiqgues a
'espece L. castilloi. Ces dernieres sont toutes des furanoaurones appebstillene A[59],
castillene Bj61], castillene (62] et castillene 060]. Sept autres sont isolées de I'écorce de racine
de L. obtusus|[52]-[58] et la 5,7-dihydroxyaurong5i] de L. speciosus Hormis la 5,7-
dihydroxyaurone[s1], toutes les aurones répertoriées dans le géorehocarpussont des

furanoaurones.

[54] Ri=R,=H, Re=OH 4-Hydroxyfurano- [57] Ri=R;=H Derriobustone A [59] Ri=R,=H Castilléne A
(2",3":6,7)aurone [58] Ri+R,=-OCH,0O- Derriobustone B [60] R;+R,=-OCHO- Castilléene D
[55] Ri=R,=H, R=OCH; 4-Méthoxyfurano-
(2",3":6,7)aurone
[56] Ri+R;=-OCH0O-, Ri=H 3’,4’-Méthylénedioxy-
furano(2",3":6,7)aurone
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[61] Ri=R,=H Castillene B
[62] R;+R,=-OCHO- Castilléne C

3.1.3. Flavones, flavanones, flavanes
Plusieurs composés sont répertoriés au niveau dgoege. Outre leur prénylation quasi

fréquente, on rencontre de temps a autredeagycosylflavonoides ou encore |€3-glycosyl-
flavonoides.

3.1.3.1. Flavones, flavonols

Dans ce groupe 26 composés au total sont répextmd@[ss]). Parmi ceux-ci on rencontre
des flavones glycosylées : I'apigéniné7glucoside[64], lutéoline-7O-glucoside[65], vicemine-2
[63] et un dérivédiglycosylé de l'apigéninges]. Ces dernieres sont citées exclusivement chez
'especel. speciosusOn rencontre également des flavonols glycosyléanoe la ruting[75] et
I'hypéroside[76] et presque exclusivement des flavones prényléetypmii DMP ([67]-[72]) ou du
type « furano %77]-[80], [87] et[88].

[64] R=H Apigénine-7-O-glucoside [66] Apigénine-6C-[glucosyl-(1% 6)0-glucoside]
[65] R=OH Lutéoline-7-O-glucoside -8-C-[glucosyl -(1% 6)o-glucoside]

[67] 5-Hydroxy-6",6"-diméthylpyrano [68] Ri=OH, R,=OCH;, Rs:=OH 5,4'-Dihydroxy-3'- [71] Ri=R,=H Isopongaflavone
(2",3":7,8)flavone méthoxy®'-diméthylpyrano(2",3":7,6)flavone [72] Ri+R=-OCH,O- 5-Méthoxy-
[69] Ri=OCH;, R=H, Re=OCH; 5,4'-Diméthoxy- 3',4'-méthyléiexy-6",6"-
6",6"-diméthylpyrano(2",3":7,6)flavone datylpyrano(2“,3":7,8)flavone

[70] Ri=OH, R=H, R=0OH 5,4'-Dihydroxy-
6",6"-diméthylpyrano(2",3":7,6)flavone

[73] Kaempférol [74] R=H Quercétine [77] Ri=H; R=0OCH; 4’-Méthoxylancéolatine B
[75] R=Rha-Glc Rutine [78] Ri=R,=OCH; 4'- Méthoxylkaranjine
[76] R=Gal Hypéroside [79] Ri=R,=H Lancéolatine B

[80] Ri=OCH;; R=H Karanjine
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OCH3 O

[81] 3,6-Diméthoxy-6",6"-diméthyl- [82] R=H Karanjachroméne [84] Ri=R,=R;=H 6",6"-Diméthylpyrano-
pyrano(2",3":7,8)flavone [83] R=OCH; 3,5-Diméthoxy-6",6"- (2",3":7,8)flavone
dimethylpyrano(2",3":7,8)flavone [85] Ri=R,=-OCH,0O-, R=H 3', 4-Méthyléne-

dioxy-6",6"-diméthylpyrano(2",3":7,8)flavone
[86] Ri=R;=-OCH0O-, R:=0OCH;
Pongachroméne

[87] R=H Pongaglabrone
[88] R=OCH; Pongapine

3.1.3.2. Flavanones, flavanonols

Les flavanones sont largement répandues dans ke genchocarpusOn peut distinguer
parmi les 40 molécules répertoriées(igd]-[127]), des flavanonols simples (taxifolifes], fustine
[110]), des flavanonols glycosylés (astilbingo9], fustine-3O-glucoside [111]) et celles qui
présentent une ou plusieurs prénylations (36 mtdéu

On retrouve dans ce dernier groupe, plusieurs cagsgyde prénylation :
- une prénylation simple du type DMP sur le noya(oAl-[96]).
- une prénylation simple du type « furano » du noAd[112]-[115)
- une C-prénylation linéairg[90]-[93]) ainsi qu’uneO-prénylation linéaire comme c’est le cas de
I'isoderricidine[89].
- une doubleC-prénylation du noyau A : c’est le cas des comp(sgis[107] et[120]-[127).
- une double prénylatiorC{ etO-) du noyau A([97], [98).
- le noyau B n’est pas ou peu substitué

oo I
%
OH O

[89] Isoderricidine [90] Ri=OCH;; R=0OH 4’,5-Dihydroxy-7-méthoxy-6-prénylflavanone [93] Candidone
[91] Ri=OCH;; R=H 5-Hydroxy-7-méthoxy-6-prénylflavanone
[92] Ri=OH; R=H 5,7 Dihydroxy-6-prénylflavanone
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[94] Ri+R,=-OCH,O-; R=H Ponganone llI

Yj
OCH3 O

[97] 5-Méthoxy-8-prényl-7- [98] 8-(3-hydroxy3-méthyl-1-butényl)

[95] Ri+R;=-OCH,0O-; Re=OCH; Isoglabrachromene prényloxyflavanone -7-Prényloxyflavanone

[96] Ri=R,=OCH;; Rs=H Ovalichroméne B

[99] R=H Spiniflavanone B
[100] R=OH Lonchocarpol A

[108] Ri=OH; R=H Taxifoline
[109] Ri=H; R=Rha Astilbine

[114] Ri=R,=H, R=0OCH,; 3-Méthoxy-
(2",3":7,8)furanoflavanonol

[115] Ri+R,=-OCH,O-, R=H 3'.4'-Méthylene-

dioxy(2",3":7,8)furanoflavanone

[123] Ri=H; R.=H Munduline

[101] Lonchocarpol B [102] Lonchocarpol C

[104] Ri=R,=H Minimiflorine [107] Lonchocarpol E
[105] Ri=H; R=0OH Orotinine
[106] Ri=CHjs; R,= OH Orotinine-5-méthyl éther

OH
OH
HO. ! o O
OR
0 OCH3 O
[110] R=H Fustine [112] R=H (29-5,6-Diméthoxy
[111] R=Glc Fustine-3-O-Glucoside (2",3"7,8)furanoflavanone

[113] R=OCH; (2R, 3R)-3,5,6-
Triméthoxy(2",3":7,8)furano-
flavanonol

[116] Ri=OCH;; R=Rs=H Pongachine [120] R=H Lupinifoline
[117] Ri=Rs=H; R,=OCH; Ovalichroméne [121] R=OH Lupinifolinol
[118] Ri=R,=Rs=H Isolonchocarpine [122] R=0CH 3-O-Méthyl-
[119] Ri=R,=H; Rs=OH 3-Hydroxy- lupinifolinol

isolonchocarpine

[125] Ri=H; R:=H Mundulinol [127] Ri=R,=0OH Isomundulinol

[124] R=0OH; R=0OCH; (3R)-3-Méthoxyminimiflorine [126] R=0OH; R=H Jayacanol
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3.1.3.3. Flavanes

Seize flavanes sont signalés dans le géorehocarpug[128]-[143). Tous présentent une
prénylation cyclisée du type DMR35]-[139], [142] et[143]) ou du type « furano 128]-[134], [140] et
[141]). Isolé des graines de orotinus,le 4,6’-époxyorotiniflavan-4-gt43] présente comme dans le
cas de l'orotinichalcongo] une double prénylation du noyau A (cyclisée e¢dire) et un pont

epoxy reliant les carbones 4 et 6’ du noyau B.

OCHs3 R OCH3 OCHs

[128] R=00OCH; (2,4cis)-4,5,6-Triméthoxy- [131] (2,34rans3,44rang-3,4,5,8- [132] (2,34rans3,44rang)-3,4-Diméthoxy
(2",3"7,8)furanoflavane Tétraméthoxy(2",3":7,6 Hupflavane (2",3":7,8)furanoflavane

[129] R=BOH (2,4trang)-4-Hydroxy-5,6-diméthoxy-
(2",3"7,8)furanoflavane

[130] R=0OH (2,4cis)-4-Hydroxy-5,6-diméthoxy-
(2",3"7,8)furanoflavane

OCHs3 OCHs

OCH3 OCH3
[133] Ri=R=H (2,3{rans3,4<is)-3,4,5,6-Tétra- [135] R;=OCH;; R,=H Xuulanine [140] R=H (2,3trans3,4trang-3',4'-
méthoxy(2",3":7,8)furanoflavane [136] Ri=OCH;; R=0OCHs; Méthylenedioxy-4,5,8-triméthoxy-
[134] Ri+R;= -OCHO- (2,3trans-3,4<is)-3'4-  P-Méthoxyxuulanine (2",3"7,6)furanoflavane
Méthylenedioxy-3,4,5,6-tétraméthoxy- [137] Ri=OCH,CHs; R=H [141] R=0OCH (2,3trans-3,4irans)-
(2",3":7,8)furanoflavane 34Déméthylxuulanine 3',4'- Méthylénedioxy-3,4,5,8-
$-éthyléther tétraméthoxy-(2",3":7,6)furanoflavane

[138] Ri=OCH;; R=0OH 43,5-Diméthoxy-
3B-hydroxy-6",6"-diméthylpyrano-
(2",3":7,6)flavane

[139] Ri=OH; R=0H 3B,4B-Dihydroxy-5-méthoxy-
6",6"-diméthylpyrano(2",3":7,6)flavane

OCH3 OCHg

[142] Ri=0OH; R=0OH 3B,4B,5-Triméthoxy-4'-hydroxy- [143] 4,6'-Epoxyorotiniflavan-4-ol
6",6"-diméthylpyrano(2",3":7,6)flavane
3.2. Les isoflavonoides
Les roténoides constituent la classe la plus imptet En effet une trentaine sont décrits
dans la littérature et sont exclusivement prényddéslis que les isoflavones, les isoflavanes, les

ptérocarpanes et les 3-arylcoumarines sont peaseptes.

3.2.1. Isoflavones
La barbigéron€4], la glabrescione A144], la glabrescione Bi146] ainsi que la 3'4'-
meéthylénedioxy-8-méthoxy-5-hydroxy-6",6"-diméthylpnq2-,3":7,6)soflavone [145] sont les
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guatre isoflavones répertoriées au niveau du gemmehocarpusLa glabrescione A144] et B[146]
sont toutes les deux isolées des grained..dglabrescenslors que la 3',4'-méthylenedioxy-8-
meéthoxy-5-hydroxy-6",6"-diméthylpyrai@,3".7,6)soflavone [145] est répertoriée chezL.
subglauscen®t la barbigérong4] des racines dé. nicou. On peut également noter que pour
I'ensemble des flavonoides signalés dans le demrehocarpusla glabrescione R46] constitue le
seul composé possedent une dodslerénylation sur le noyau B.

H3CO, 0.
O\)/
OCH3 O O /\A
(¢]

[144] Glabrescione A [145] 3',4'-Méthylénedioxy-8-méthoxy-5- [146] Glabrescione B
hydroxy-6",6"-dimethylpyrano
(2",3":7,6)isoflavone.

OCH; O

3.2.2. Isoflavanes
A part le 2'O-méthylvestitol [148] qui est cité cheZd. negrensis tous les isoflavanes
répertoriés chetonchocarpusproviennent des racines de la seule espedaxiflorus Guill. et

Perr.

HO ! 0.

H3CO

HO o
O OCHs

OCH3

Rz

Ry H3CO OH

[147] Ri=OH, R=0OCH; Laxiflorane [149] 6,2',3",4'-Tétraméthoxyisoflavane [150] Lonchocarpane
[148] Ri=0OCH;, R=H 2’-O-Méthylvestitol

3.2.3. 3-Arylcoumarines
Deux arylcoumarines seulement ont été répertodars le genreonchocarpust

précisémenthezl'espécd.. glabrescens.

O\/O

OCHj3 OCHs

[151] Derrusnine [152] Glabrescine

3.2.4. Roténoides et dérivés

Les roténoides constituent une classe d'isofladmsolargement répandue dans le genre
Lonchocarpus([5]-[8] et [153][180]). lls sont pour la plupart prénylés en formant wtle
supplémentaire (cycle E). Ce dernier peut étreyge PDHF, DMP ou "furano". D’autre part on
retrouve exclusivement sur le noyau A une méthdiopiaen position 2 et 3. Ces roténoides sont

isolés pour la plupart a partir de "Cubé Resindtisgle”, un échantillon commercial provenant de
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racines delLonchocarpus utiliset de Lonchocarpus urucu"Cubé resin" est en fait un extrait
trichloroéthylénique de racines, utilisé comme atisle, acaricide et piscicide [TOMLIN, 1997]
et qui contient majoritairement de la roténopg et de la déguéling7]. L'utilisation du
trichloroéthylene comme solvant d'extraction amar&interroger sur I'obtention du 7'-chloro-5'-
hydroxy-4',5'-dihydrodéguélinp69] en tant que produit naturel. Pour Fang et CaftdeNG et
CASIDA, 1999], il s'agit trés probablement d'un ¢uit de décomposition formé par un processus

radicalaire.

[153] Elliptone [154] Acide 128-hydroxyrot-2'-énonique [155] R=0-OH  12a-Hydroxyroténone
[156] R=B-OCH; 12#-Méthoxyroténone
[157] R=0-OCH; 12a-Méthoxyroténone

[158] R=0-OH 12a-Hydroxydéguéline [161] R=0-OH trans4',5'-Dihydro-4',5'- - [163] R=0-OH cis4',5'-Dihydro-4',5'-
dihydroxytéphrosine dihydroxytéphrosine

[159] R=3-OCH; 128-Méthoxydéguéline [162] R=B-OH cis4',5'-Dihydro-4',5'- [164] R=3-OH trans-4',5'-Dihydro-

[160] R=0-OCH; 12ax-Méthoxydéguéline dihydroxytéphrosine 4' 5'yditoxytéphrosine

[165] Ri=OH; R=H Sumatrol [167] Ri=OH; R=H Toxicarol [169] 7'-Chloro-5'-hydroxy-4',5'-
[166] Ri=OH; R,=OH Villosinol [168] Ri=0OH; R=0H 12§-Hydroxytoxicarol dihydrodéguéline

[170] 4'5'-Dihydro-5',7'-dihydroxytéphrosine [171] 5',7'-Dihydroxytéphrosine [172] 6a,12a-Déhydroroténone
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[173] R=H 6a,12a-Déhydrodéguéline [175] 6a,12a-Déhydro-6-oxoroténone [176] 6a,12a-Déhydro-6-oxodéguéline
[174] R=OH 6a,12a-Déhydrotoxicarol

OCHj OCHj

OCHs OCHs

[177] 7'Nor-6'-ox0-4',5'-déhydrorotenolone [178] 13-Homo13-o0xa-6a,12a-déhydroroténone[179] 13-Homa13-oxa-6a,12a-déhydrodéguéline

OCH;

OCHjy
[180] 4’,5'-Dihydro-4’,5'-dihydroxy-13-
home13-oxa-6a,2a-déhydrodéguéline
3.2.5. Ptérocarpanes
Seulement 4 ptérocarpang$s81]-[184]) et un ptérocarpéne, flémichapparine[185] sont

répertoriés dans le genrenchocarpus

HO.

OCHs

[181] Déméthylhomoptérocarpine [182] R=H Philénoptérane [184] Maackiaine
(médicarpine) [183] R=CH; 9-O-Méthylphilénoptérane

[185] Flémichapparine B

Il. LES TRITERPENES
Neuf triterpénes sont répertoriés dans le gemchocarpug[186]-[194]). Ceux-ci peuvent

étre classés en deux catégories, les triterpe@asidifjues et les triterpénes pentacycliques.

1. Les triterpenes stéroidiques

Deux stéroidesp¢sitostérol[186] et stigmastéro187]) ont été signalés dans les graines de

plusieurs espéeces tlenchocarpus
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CoHs

HO

[186] p-Sitostérol [187] Stigmastérol

2. Les triterpénes pentacycliques

Parmi les triterpénes pentacycliquesiuleéol[188] est le seul composé répertorié dans cing
espéeces deonchocarpusTrois composégi188], [189] et[191]) dérivent du squelette lupane alors que
les quatre autreg[190] et [192]-[194]) proviennent du squelette oléanane. Ces deux wstasct
triterpéniques sont couramment rencontrées damégiee végétal. Les élements structuraux qui
caractérisent ces composés sont :
- I'existence habituelle d'une insaturation en C-12
- 'oxydation fréquente des carbones des méthylg€s-28

-l'oxydation de quelques carbones cycliques sudautiveau de C-3 et de C-11

[188] Lupéol

[189] Lupénone [190] B-Amyrine [191] Acide bétulinique

N

[192] Ri=BH R=CH; Acidep-glycyrrhétinique

[193] Ri=a H R=CH,OH Lonchoterpéne

[194] Ri=B H R= CH,OH Acide ($,203)-3,28-dihydroxy-
1lesmléan-12-en-29-oique
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Il LES COMPOSES AZOTES

Les composés azotés rencontrés dans le gemehocarpusse divisent en deux groupes :
les acides aminés et les alcaloides. La plupart cbesposés de ces deux groupes sont tres
hydrosolubles etde factd ne sont pas extraits par les procédés habituslemaeuvre pour isoler
les alcaloides, mais par des mélanges d'alcoal®a&ti. Leur purification passe par le recours a la
chromatographie sur résines échangeuses d'iomsireséparation est souvent effectuée par CCM
préparative [FELLOWSt al, 1977 ; FELLOWSet al, ; 1979 ; BRUNETON, 1999].

1. Les acides aminés
Les acides aminés ci-dessous ont été isolés a gadigraines des différentes especes de

Lonchocarpus.
COOH ’/\?}\{COOH on coon ’/\/\{COOH
. (\(NHZ o N, NH, HN/\I/\< i NH, NH,
)/\ 0 )\ NH,
HN H NH HN NH; NH
[195] Canavanine [196] y-Hydroxyhomoarginine [197] 4-Hydroxyarginine [198] Homoarginine

R\COOH ,E(\COOH Hf(\<
: L SNH, H
NH
NH NHH J\/t!\)\ 2
HNT N

NN
\( HN\( HN\« 7 COOH

NH, NH NH H
[199] Acide-2-Amino-4,5-dihydro [200] Acide-2-(2-Amino-2-imida- [201] Enduracididine [202] Tétrahydrolathyrine
-1H-imidazole-4-acétique zolin-4-yl)acéti

2. Les alcaloides

Cinq alcaloides polyhydroxylég03]-[207) dont un a noyau pyrroliding203]) et 4 a noyau
pipéridine ([204]-[207) sont également répertoriés dans le gdrwachocarpus A coté de ces
alcaloides polyhydroxylés, on retrouve dans largrale 3 especes du genre, une petite molécule

azotée, 2-aminoimidazojeos.

OH OH
H OH HO, wOH HO,, wOH
HO OH OH OH
N N N
H H H
[203] 2,5transDihydroxyméthyl- [204] 1-Déoxymannojirimycine [205] 1-Déoxyjirimycine
3,44ransdihydroxypyrrolidine
OH OH
HO OH <OH =
E\NH
HO OH OH N\(
N N
H H NH;
[206] Homonojirimicyne [207] Fagomine [208] 2-Aminoimidazole

IV LES AUTRES COMPOSES

Ces deux composés dont un polyol, d-pinizid9] ont été trouvés dans 3 espéces de
Lonchocarpus.
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HO., -~ OMe
,[ ].,,l/
HO OH /Q)\/OH
H3C Vs

[209] d-Pinitol [210] 1-Heptacosanol

V. TABLEAU RECAPITULATIF

Le Tableau 1 ci-dessous regroupe tous les compi&ésts dans le genreonchocarpusen

précisant I'espéce, la partie de plante et la e@ig bibliographique.

Tableau 1.Distribution des composés naturels dans le geonehocarpus.

Composés Espéce (Partie étugiée Références

COMPOSES PHENOLIQUES

ACIDES PHENOLS

Acide tubaique[1] L. nicou(r) Kaouadiji, 1988

Acide -tubaique[2]
Acide caféique[9] L. speciosugp.n.p) El-sayeét al, 1997

Acide férulique [10]

STILBENES
Lonchocarpénd3] L. nicou(r) Kaouadjiet al,, 1986
3,5-Diméthoxystilbénd11] L. chiricanus(ec. r) losett al, 2001

Chiricanine A[12]

Longistyline A [13] L. longistylusPittier (ec. t, r) Dellest al, 1977
[=L. violaceuqJacq.) D. C.]
3,5-Diméthoxy-4- L. floribundusBenth. Gomest al.,1981
prénylstilbéne[14] [=Derris floribunda(Benth.) Ducke]
L. rariflorus Benth. (t)
3,5,4'-Triméthoxy-4- L. floribundusBenth. Gomest al.,1981
prénylstilbéne[15] [=Derris floribunda(Benth.) Ducke]
"Abréviations

(9) : graine, (r) : racine ; (g, r) : graine, raein(t) : tige, (b) : branche, (f) : feuille ; (pon) : partie de plante non
précisée ; (ec. r) : écorce de racine ; (ec.téorce de tige, racine ; (ec. r, p.n.p.) : écdeceacine, partie de plante
non précisée ; (ec. r., g) : écorce de racinengra{ec. r, p.n.p., g) : écorce de racine, pasi@lante non précisée,
graine.
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Longistyline C [16]

Longistyline B [17]

Longistyline D [18]

Chiricanine C[19]
Chiricanine B[20]
Chiricanine D[21]
Chiricanine E[22]

FLAVONOIDES

L. chiricanus(Ec. r)

L. longistylusPittier (ec. t, r)
[=L. violaceuqJacq.) D. C.]
L. peninsularis]. D. Smith (g.)

L. longistylusPittier (ec. t, r)
[=L. violaceuqJacq.) D. C.]

L. chiricanus(Ec. r)

L. longistylusPittier (ec. t, r)
[=L. violaceuqJacq.) D. C.]
L. peninsularis]. D. Smith (g.)

L. chiricanus(ec. r)

loseet al, 2001
Dellet al, 1977

Dellet al, 1978
Dellet al,, 1977

loseet al, 2001
Dellet al,, 1977

Dellet al, 1978

loseet al, 2001

CHALCONES ET DERIVES

Dihydrocordoine[23]

Cordoine (derricidine)24]

Pseudo-isocordoinf25]

Isocordoine[26]

4-Hydroxyisocordoing27]
(Isobavachalcone)

Derricine [28]

L. guillemineanugTul.) (g, r)
Malme
[=L. neuroscaph&enth.]

L. floribundusBenth. (r)

[=Derris floribunda(Benth.) Ducke]

L. guillemineanugTul.) (g, r)
Malme

[=L. neuroscaph&enth.]

L. nitidus(J. Vogel)Benth. (g)

L. sericeuqPoir.) Kunth (ec.r, p.n.p.)

L. xuulLundell. (g)
[=L. guatemalensiBenth.]

L. guillemineanugTul.) (g, r)
Malme
[=L. neuroscaph®&enth.]

L. floribundusBenth. (r)

[=Derris floribunda(Benth.) Ducke]

L. guillemineanugTul.) (g, r)
Malme

[=L. neuroscaph®&enth.]

L. nitidus(J. Vogel)Benth. (g)

L. sericeugPoir.) Kunth (p.n.p., )

L. xuulLundell. (g)
[=L. guatemalensiBenth]

L. guillemineanugTul.) (g, r)
Malme
[=L. neuroscaph®&enth.]

L. guillemineanugTul.) (g,r)
Malme
[=L. neuroscaph®&enth.]
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Menichiniet al, 1982

Braz Filhet al.,1975

Menichiniet al, 1982

Do NascimembMors, 1972
Delleet al, 1978

Menichiniet al,, 1982

Braz Filhet al.,1975

Menichiniet al,, 1982

Dellet al,, 1978
Mahmoud et Waterman, 1986
Menichiniet al, 1982

Goncalvest al, 1975

Menichiniet al, 1982



4-Hydroxyderricine[29]

Ovalichalcone[30]
Castillene E[31]
Flémitrictine B [32]

Isobavachroméng33]

Démeéthylpraecansone-E4]
Déméthylpraecansone-B[35]
3,4-Méthylénedioxy-2'-
méthoxy(2",3":4',3")furano-
dihydrochalcong[36]
3,4-Méthylenedioxy-5’-hydroxy-
2'-méthoxy(2",3":4',3")
furanochalcond37]
3,4-Méthylénedioxy-2'- hydroxy-
3',6"-diméthoxy(2",3":4',3")
furanochalcon€d38]
3,4-Diméthoxylonchocarping39]
2',4-Diméthoxy-6'-
hydroxylonchocarpine[40]

Lonchocarpine[41]

4-Hydroxylonchocarping42]

L. nitidus(J. Vogel)Benth. (g)

L. sericeuqPoir.) Kunth (ec.r, p.n.p., g)

L. guillemineanugTul.) (g, r)
Malme
[=L. neuroscaph&enth.]

L. costaricensigg)

L. castilloi Standley(t)

L. sericeuqPoir.) Kunth (g)
L. floribundusBenth. (r)

[=Derris floribunda(Benth.) Ducke]

L. guillemineanugTul.) (g, r)
Malme

[=L. neuroscaph®&enth.]

L. sericeuqPoir.) Kunth (p. n. p.)
L. xuulLundell. (g)

[=L. guatemalensiBenth]

L. costaricensigg)

-

. subglauscen§)

L. obtususBenth. (ec.r)

-

. subglauscen§)

L. xuulLundell. (f)
[=L. guatemalensiBenth.]
L. yucatanensigf)

L. floribundusBenth. (r)

[=Derris floribunda(Benth.) Ducke]

L. guillemineanugTul.) (g, r)
Malme

[=L. neuroscaph&enth.]

L. nitidus(J. Vogel)Benth. (g)
L. sericeuqPoir.) Kunth (ec.r, g)

L. speciosugp.n.p)
L. xuulLundell. (p.n.p)
[=L. guatemalensiBenth.]

L. floribundusBenth. (r)

[=Derris floribunda(Benth.) Ducke]

L. guillemineanugTul.) (g, r)
Malme

[=L. neuroscaph®&enth.]

L. sericeugPoir.) Kunth (g)
L. xuulLundell. (p.n.p)

[=L. guatemalensiBenth.]
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Menichinet al,, 1982
Cunkaal, 2003

Delleet al, 1978

Mahmoud et Waterman, 1986

Goncalvest al, 1975

Gomeset al, 1981

Waterman et Mahmoud, 1985
Gomez-Garibagt al, 1990
Mahmoud et Waterman, 1986

Braz Filhet al.,1975

Menichiniet al, 1982

Dellet al, 1978
Menichiniet al, 1982

Waterman et Mahmoud, 1985

Magalhaest al, 1996

Do Nascimengd al, 1976

Magalhaest al, 1996

Borges-Argaeet al, 2002

Braz Filhet al.,1975

Menichiniet al,, 1982

Cunhet al, 2003

Dellet al, 1978

Mahmoud et Waterman, 1986
El-sayeét al, 1997

Delleet al, 1978

Gomest al.,1981

Goncalvest al, 1975

Gomeet al, 1981
Delleet al, 1978



3,4-Dihydroxylonchocarping43]

Purpurénone[44]

2'-Méthoxy-3,4-méthylénedioxy-
6",6"-diméthylpyrano(2",3":4',3")
dibenzoylméthand45]

(Z/E) 3,4-Méthylenedioxy-2'-
méthoxy-6",6"-diméthylpyrano-
(2",3":4',3")chalcong46]

8-(a, B-diméthylallyl)-Pongamol[47]
2-(1,1-diméthyl-2-propényl)-1-
Phényl-3-(4,6,7-triméthoxy-5-
benzofuranyl)-1,3-propanediong48]
2-(1,1-diméthyl-2-propényl)-1
-(1,3-benzodioxol-5-yl)-3-(4-méthoxy-
5-benzofuranyl)-1,3-Propanedionl9]

Orotinichalcone [50]

AURONES

L. floribundusBenth. (r)

[=Derris floribunda(Benth.) Ducke]

L. costaricensigg)
L. subglausceng)

L. latifolius (Willd.) D.C. (9)

[=L. pentaphyllugPoiret) D. C.]

L. muehlbergianusiassler (r)

L. fluvialis (f)
L. latifolius (Willd.) D.C. (9)

[=L. pentaphyllugPoiret) D. C.]

L. orotinus(g)

Gomest al., 1981

Waterman et Mahmoud, 1985
Magalhaegt al, 1996

Magalhaest al, 2000

Magalhaes al, 1997

Blattet al, 2002
Magalhaest al, 2000

Waterman et Mahmoud, 1987

5,7-Dihydroxyaurone/51]
Furano(2",3":6,7)aurong52]
Furano(2",3":4,5)aurong53]

4-Hydroxyfurano
(2",3":6,7)aurone[54]

4-Méthoxyfurano
(2",3":6,7)aurone[55]

3',4’-Méthylenedioxyfurano
(2",3":6,7)aurone[56]

Derriobustone A[57]
Derriobustone B[58]
Castillene A[59]
Castillene D[60]

Castillene B[61]

Castillene C[62]

FLAVONES, FLAVANOLS

L. speciosugp.n.p)

L. obtususBenth. (ec.r)

L. castilloi Standley(t)

El-sayeét al, 1997
Do Nascimengb al. 1976

Gomez-Garibagt al, 1990

Flavones glycosylées

Vicemine-2 [63]
Apigénine-7-O-glucosidd64]
Lutéoline-7-O-glucoside[65]

L. speciosugp.n.p)
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Apigénine-6C-[glucosyl-(1 ® 6)-

O-glucoside] -8€-[glucosyl —
(1% 6)O-glucoside] [66]

Flavones

L. speciosugp.n.p)

El-sayeét al, 1997

5-Hydroxy-6",6"-diméthyl-
pyrano(2",3":7,8)flavone[67]

5,4'-Dihydroxy-3'-méthoxy-
6",6"-dimethylpyrano
(2",3":7,6)flavone [68]
5,4'-Diméthoxy-
6",6"-dimethylpyrano
(2",3":7,6)flavone [69]
5,4'-Dihydroxy
6",6"-dimethylpyrano-
(2",3":7,6)flavone [70]
Isopongaflavong71]
5-Méthoxy-3',4'-méthyléne-
dioxy-6",6"-diméthylpyrano-
(2",3":7,8)flavone [72]

6",6"-Diméthylpyrano-
(2",3":7,8)flavone[84]

4’-Méthoxylancéolatine B[77]

Lancéolatine B[79]

Karanjachroméne [82]

3',4'-Méthylenedioxy-
6",6"-diméthylpyrano-
(2",3":7,8)flavone[85]

Pongaglabrong87]

Flavonols

L. obtususBenth. (ec.r)

L. xuulLundell. (f)
[E£. guatemalensiBenth.]
L. yucatanensigf)

L. xuulLundell. (f)
[E£. guatemalensiBenth.]
L. yucatanensigf)

L. xuulLundell. (f)
[E£. guatemalensiBenth.]
L. yucatanensigf)

L. costaricensigg)

L. fluvialis (f)

L. subglauscen§)

L. mollisBenth. (r)

L. latifolius (Willd.) D.C. (g)
[=L. pentaphyllugPoiret) D. C.]
L. mollisBenth. (r)

L. latifolius (Willd.) D.C. (g)
[=L. pentaphyllugPoiret) D. C.]

L. subglauscen§)

L. latifolius (Willd.) D.C. (g)
[=L. pentaphyllugPoiret) D. C.]
L. mollisBenth. (r)

L. fluvialis (f)

Do Nascimengb al. 1976

Borges-Argaeet al, 2002

Waterman et Mahmoud, 1985

Blattet al, 2002

Magalhaesgt al, 1996

Gomest al, 1981

Magalhaest al., 2000

Gomest al, 1981

Magalhaest al, 2000

Magalhaesgt al, 1996

Magalhaest al., 2000

Gomest al, 1981
Blattet al, 2002

Kaempférol[73]
Quercétine[74]
4’-Méthoxylkaranjine [78]

Karanijine [80]

3,6-Diméthoxy-6",6"-
diméthylpyrano(2",3":7,8)
flavone [81]

L. speciosugp.n.p)

L. sericeuqPoir.) Kunth (f)

L. mollisBenth. (r)

L. latifolius (Willd.) D.C. (g)
[=L. pentaphyllugPoiret) D. C.]
L. mollisBenth. (r)

L. obtususBenth. (ec.r)
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El-sayeét al, 1997
Gomest al, 1981

Magalhaest al., 2000

Gomest al, 1981

Do Nascimengb al. 1976



3,5-Diméthoxy-6",6"-diméthyl-
pyrano(2",3":7,8)flavone[83]
Pongachroméng86]

Pongapine[88]

Flavonols glycosylés en 3

L. latifolius (Willd.) D.C. (g)
[=L. pentaphyllugPoiret) D. C.]

L. latifolius (Willd.) D.C. (g)
[=L. pentaphyllugPoiret) D. C.]

L. latifolius (Willd.) D.C. (g)
[=L. pentaphyllugPoiret) D. C.]
L. mollisBenth. (r)

Magalhaest al., 2000

Gomest al, 1981

Rutine [75]
Hypéroside [76]

FLAVANONES, FLAVANONOLS

L. sericeugPoir.) Kunth (f)

Gomest al, 1981

Flavanones

Isoderricidine [89]

4’ 5-Dihydroxy-7-méthoxy-6-
prénylflavanone[90]

5-Hydroxy-7-méthoxy-6-
prénylflavanone [91]

5, 7-Dihydroxy-6-
prénylflavanone[92]

Candidone[93]

Ponganone 111[94]
Isoglabrachromeng95s]
Ovalichroméne B[96]

5-Méthoxy-8-prényl-7-
prényloxyflavanone[97]

8-(3-hydroxy3-méthyl-1-butényl)
-7-Prényloxyflavanong98]

Spiniflavanone B[99]

Lonchocarpol A[100]
Lonchocarpol B[101]
Lonchocarpol C[102]
Lonchocarpol D[103]
Minimiflorine [104]

Orotinine [105]

Orotinine-5-méthyl éthef106]

L. nitidus(J. Vogel)Benth. (g)

L. minimiflorus(g)

L. floribundusBenth. (r)
[=Derris floribunda(Benth.) Ducke]

L. costaricensigg)
L. fluvialis (f)

L. subglauscen§)
L. fluvialis (f)
L. subglauscen§)

L. costaricensigg)

L. xuulLundell. (ec.t, r)
[=L. guatemalensiBenth.]

L. minimiflorus(f)

L. atropurpureugr)
L. minimiflorus(g)
L. oaxacensigr)

L. orotinus(g)
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Menichinet al, 1982

Waterman et Mahmoud, 1985

Braz Filhet al., 1975

Waterman et Mahmoud, 1985
Blattet al, 2002

Magalhaesgt al, 1996
Blattet al, 2002
Magalhaest al, 1996

Waterman et Mahmoud, 1985

Borges-Argaezt al, 2000

Roussist al, 1987

Magalhaesgt al, 1999
Mahmoud et Waterman, 1985
Alavez-Solanet al, 2000
Waterman et Mahmoud, 1987



Lonchocarpol E[107]

(29-5,6-Diméthoxy
(2",3":7,8)furanoflavanond112]

3',4'-Méthylenedioxy
(2",3":7,8)furanoflavanondg115]

Pongaching[116]

Ovalichroméneg[117]

Isolonchocarping118]

Lupinifoline [120]

Munduline [123]

Flavanonols

L. minimiflorus(f)

L. subglauscen§)

L. latifolius (Willd.) D.C. (g)
[=L. pentaphyllugPoiret) D. C.]

L. costaricensigg)
L. fluvialis (f)

L. subglauscen§)

L. eriocarinalisMicheli.(g)
[=L. eriocaulinalisMicheli.]
L. nitidus(J. Vogel)Benth. (g)
L. sericeugPoir.) Kunth (ec.r)

L. minimiflorus(g)
L. xuulLundell. (ec. r)
[=L. guatemalensiBenth]

L. atropurpureugr)
L. oaxacensigr)

Roussist al, 1987

Magalhaegt al, 1996

Magalhaest al., 2000

Waterman et Mahmoud, 1985
Blattet al, 2002

Magalhaegt al, 1996
Gomest al, 1981

Menichinet al, 1982
Do Nascimento et Mors, (1p72

Mahmoud et Waterman, 1985
Inghanet al, 1988

Magalhaesgt al, 1999
Alavez-Solanet al, 2000

Taxifoline [108]
Fustine [110]

(2R, 3R)-3,5,6-Triméthoxy-
(2",3":7,8)furanoflavanono[113]

3-Méthoxy(2",3":7,8)
furanoflavanong114]

3-Hydroxyisolonchocarping119]
Lupinifolinol [121]

3-O-Méthyllupinifolinol [122]
(3R)-3-Méthoxyminimiflorine [124]
Mundulinol [125]

Jayacanol[126]

Isomundulinol [127]

Flavanonols 3-glycosylés

L. speciosugp.n.p)

L. subglauscen§)

L. latifolius (Willd.) D.C. (g)
[=L. pentaphyllugPoiret) D. C.]

L. eriocarinalisMicheli.(g)
[=L. eriocaulinalisMicheli.]

L. xuulLundell. (ec. r)
[=L. guatemalensiBenth.]

. atropurpureugr)

L

L. atropurpureugr)
L. oaxacensigr)
L
L

. atropurpureugr)
. oaxacensigr)

El-sayeét al, 1997

Magalhaegt al, 1996

Magalhaest al., 2000

Gomest al, 1981

Inghanet al,, 1988

Magalhaesgt al, 1999

Magalhaesgt al, 1999
Alavez-Solanet al, 2000

Magalhaesgt al, 1999
Alavez-Solanet al, 2000

Astilbine [109]
Fustine-3-O-Glucosidg111]

L. speciosugp.n.p)
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El-sayeét al, 1997



FLAVANES

Flavanols

(2,4cig)-4,5,6-Triméthoxy
(2",3":7,8)furanoflavand128]

(2,4tran9-4-Hydroxy-5,6-
diméthoxy(2",3":7,8)furano
flavane [129]

(2,4 cis)-4-Hydroxy-5,6-
diméthoxy(2",3":7,8)furano
flavane [130]

(2,34rans-3,44ran9-3,4,5,8-
Tétraméthoxy(2",3":7,6)furano
flavane [131]

(2,34rans-3,4+rang-3,4-
Diméthoxy(2",3":7,8)furano
flavane [132]

(2,34rans-3,4<is)-3,4,5,6-
Tétraméthoxy(2",3":7,8)furano
flavane [133]

(2,34rans-3,4-cis)-3',4'-Méthylene-
dioxy-3,4,5,6-tétraméthoxy
(2",3":7,8)furanoflavand134]

Xuulanine [135]

3B-Méthoxyxuulanine [136]

43-Déméthylxuulanine -
éthyléther[137]

43,5-Diméthoxy-B-hydroxy-
-6",6"-diméthylpyrano
(2",3":7,6)flavane [138]

3B,43-Dihydroxy-5-méthoxy-
-6",6"-diméthylpyrano
(2",3":7,6)flavane [139]

(2,34rans-3,44rang)-3',4'-Méthylene-
dioxy—4,5,8-triméthoxy
(2",3":7,6)furanoflavang140]

(2,34rans-3,44rang-3',4'-
Méthylenedioxy -3,4,5,8-tétra-
méthoxy(2",3":7,6)furanoflavangl41]

3B,4B,5-Triméthoxy-4'-
hydroxy-6",6"-diméthyl-
pyrano(2",3":7,6)flavane[142]

4,6'-Epoxyorotiniflavan-4-ol[143]

L. subglauscen§)

L. latifolius (Willd.) D.C. (g)
[E. pentaphyllugPoiret) D. C.]

L. subglauscen§)

L. xuulLundell. (ec.t, r)
[=L. guatemalensiBenth.]
L. yucatanensigec.t, r)

L. subglauscen§)

L. xuulLundell. (ec.t, r)
[£. guatemalensiBenth.]
L. yucatanensigec.t, r)

L. orotinus(g)
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Magalhaegt al, 1996

Magalhaest al, 2000

Magalhaesgt al, 1996

Borges-Argaezt al, 2002

Borges-Argaezt al, 2002

Magalhaegt al, 1996

Borges-Argaezt al, 2002

Waterman et Mahmoud, 1987



ISOFLAVONOIDES

ISOFLAVONES

Lonchocarpusong4]
(barbigérone)

Glabrescione A [144]
3',4'-Méthylénedioxy-8-méthoxy-5-
hydroxy-6",6"-diméthylpyrano
(2",3":7,6)isoflavone. [145]

Glabrescione B[146]

ISOFLAVANES

L. nicou(r)

L. glabrescen8enth. (g)

L. subglauscen§)

L. glabrescen8enth. (g)

Kaouadjiet al, 1986

Gomest al, 1981
Magalhaeegt al, 1996

Gomest al, 1981

Laxiflorane [147]
2'-O-Méthylvestitol [148]

6,2',3',4'-Tétraméthoxyisoflavan§l49]

Lonchocarpang150]

3-ARYLCOUMARINES

L. laxiflorus Guill. et Perr.(r)
[=L. philenopteraBenth]
L. negrensiBenth. (t)

L. laxiflorus Guill. et Perr.(r)
[=L. philenopteraBenth.]

Pelter et Amenechi, 1969

Braz Filhoet al,, 1975

Pelter et Amenechi, 1969

Derrusnine[151]

Glabrescine[152]

ROTENOIDES

L. glabrescen8enth. (g)

Gomest al, 1981

Elliptone [153]

Acide 12§-Hydroxy-
rot-2'-énonique[154]

Roténone[5]

12e3-Hydroxyroténone[6]

L. salvadorensi¢g)

L. utilis et L. urucyr)
(résine de cubé)

L. cyanescen§)

(Schum. et Thonn.) Benth.
L. fluvialis (f)

L. longifoliusBenth. (r)
[=Derris longifolia Benth.]
L. nicou(r)

. salvadorensi¢g)

. spuaica(r)

. spruceanu8enth.(r)

. utilis A. C. Smith (r)

. utilis et L. urucur)
(résine de cubé)

L. urucu(Killip et Smith) (r)

rrrrrr

L. fluvialis (f)

L. longifoliusBenth. (r)
[=Derris longifolia Benth.]
L. nicou(r)

a7

Birchet al, 1985

Fang et Casida, 1999

lwu et Ohiri, 1980

Blattet al, 2002
Gomest al, 1981

Kaouadjiet al,, 1986
Birchet al, 1985
Gomest al, 1981
Menichiniet al,, 1982
Gomest al, 1981
Fang et Casida, 1999

Gomeet al, 1981

Blattet al, 2002
Gomest al, 1981

Kaouadjiet al, 1986



Déguéline[7]

Téphrosine[8]

12a0-Hydroxyroténone[155]

12e3-Méthoxyroténone[156]

12a0-Méthoxyroténone[157]

12a0-Hydroxydéguéline[158]
12f43-Méthoxydéguéline[159]
12a0-Méthoxydéguéling[160]

trans4',5'-Dihydro-4',5'-
dihydroxytéphrosing161]

cis4',5'-Dihydro-4',5'-
dihydroxytéphrosing162]

cis-4',5'-Dihydro-4',5'-
dihydroxytéphrosind163]

trans-4',5'-Dihydro-4',5'-
dihydroxytéphrosind164]

Sumatrol [165]
Villosinol [166]
Toxicarol [167]

12f3-Hydroxytoxicarol [168]

L. spuaica(r)

L. spruceanu8enth.(r)
L. utilis et L. urucyr)
(résine de cubé)

L. longifoliusBenth. (r)
[=Derris longifolia Benth.]
L. nicou(r)

L. salvadorensi¢g)

L. spuaica(r)

L. spruceanu8enth.(r)

L. unifoliolatusBenth. (p.n.p.)
[=L. unifoliatusBenth.]

L. utilis A. C. Smith (r)

L. utilis et L. urucyr)
(résine de cubé)

L. urucu(Killip et Smith) (r)

L. longifoliusBenth. (r)
[=Derris longifolia Benth.]

L. nicou(r)

L. spuaica(r)

L. spruceanu8enth.(r)

L. unifoliolatusBenth. (p.n.p.)
[=L. unifoliatusBenth.]

L. utilis et L. urucyr)

(résine de cubé)

L. urucu(Killip et Smith) (r)

L. subglauscen§)
L. utilis et L. urucyr)
(résine de cubé)

L. utilis et L. urucyr)
(résine de cubé)

L. fluvialis (f)

L. utilis et L. urucyr)
(résine de cubé)
L. salvadorensi¢g)

L. utilis et L. urucyr)
(résine de cubé)
L. fluvialis (f)
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Gomest al, 1981
Menichiniet al, 1982
Fang et Casida, 1999

Gomest al, 1981)

Kaouadjiet al,, 1986
Birchet al, 1985
Gomest al, 1981
Menichiniet al, 1982
Dellet al,, 1978

Gomest al, 1981
Fang et Casida, 1999

Gomeet al, 1981
Gomest al, 1981
Kaouadjiet al, 1986
Gomest al, 1981
Menichiniet al, 1982
Dellet al, 1978
Fang et Casida, 1999
Gomeet al, 1981

Magalhaegt al, 1996
Fang et Casida, 1999

Blattet al, 2002

Fang et Casida, 1999

Birchet al, 1985
Fang et Casida, 1999

Blattet al, 2002



7'-Chloro-5'-hydroxy-4'5'-
dihydrodéguéline[169]

4'5'-Dihydro-5',7"-
dihydroxytéphrosing170]

5',7'-Dihydroxytéphrosing171]

6a,12a-Déhydroroténongd 72]

6a,12a-Déhydrodéguéling. 73]

6a,12a-Déhydrotoxicard]174]
6a,12a-Déhydro-6-oxoroténorjé75]
6a,12a-Déhydro-6-oxodéguéliné76]

7'-Nor-6'-ox0-4',5'-
déhydroroténolond177]

13-Homo13-oxa-6a,12a-
déhydroroténong178]

13Homo13-oxa-6a,12a-
déhydrodéguélind179]

4’ 5’-Dihydro-4’,5'-dihydroxy-13homo
13-oxa-6a,12a-déhydrodéguélified0]

PTEROCARPANES

L. utilis et L. urucyr)
(résine de cubé)

L. longifoliusBenth. (r)

[=Derris longifolia Benth.]
L. urucu(Killip et Smith) (r)

L. utilis et L. urucyr)
(résine de cubé)

L. utilis et L. urucyr)
(résine de cubé)

L. utilis et L. urucyr)
(résine de cubé)

L. utilis et L. urucyr)
(résine de cubé)

Fang et Casida, 1999

Gomest al, 1981

Fang et Casida, 1999

Fang et Casida, 1997

Fang et Casida, 1999

Démeéthylhomoptérocarpine
(Médicarpine)[181]

Philenoptérang[182]

9-O-Méthylphilenoptérane]183]

Maackiaine [184]

Flémichapparine g185]

L. negrensiBenth. (t)

L. laxiflorus Guill. et Perr.(r)

[=L. philenopteraBenth.]

L. fluvialis (f)

L. urucu(Killip et Smith) (r)

Braz Filhoet al, 1975

Pelter et Amenechi, 1969

Blattet al, 2002
Gomeet al, 1981

TRITERPENES

TRITERPENES STEROIDIQUES

[B-Sitostérol [186]

L. castilloiStandley(t)
L. minimiflorus(f)
L. negrensiBenth. (t)

L. nelsii(Schinz) (r)
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Evanst al, 1985
Roussist al, 1987
Braz Filhoet al,, 1975

Menichinet al, 1985



Heering et Grimme
L. obtususBenth. (ec.r) Do Nascimentb al. 1976

Stigmastérol [187] L. minimiflorus(f) Roussist al, 1987

TRITERPENES PENTACYCLIQUES

TRITERPENES PENTACYCLIQUES

Lupéol [188] L. atropurpureugr)

L. cyanescengc., f, t)

Magalhaesgt al, 1999
Promsatthet al, 1987

Lupénone[189]
B-Amyrine [190]
Acide bétulinique[191]

Acide B-glycyrrhétinique[192]

Lonchoterpéng193]

Acide (33,208)-3,28-dihydroxy-11-
oxo- oléan-12-en-29-0iqug194]

(Schum. et Thonn.) Benth.
L. mollisBenth. (r)

L. negrensiBenth. (t)

L. nelsii(Schinz) (r)
Heering et Grimme

L. negrensiBenth. (t)
L. atropurpureugr)

L. mollisBenth. (r)
L. fluvialis (f)

L. cyanescen§)
(Schum. et Thonn.) Benth.

Lyraet al, 1979
Braz Filhoet al, 1975
Menichinet al, 1985

Braz Filhoet al, 1975

Magalhaest al, 1999

Lyraet al, 1979
Blattet al, 2002

lwu et Ohiri, 1980

COMPOSES AZOTES

ACIDES AMINES

Canavanine[195]

y-Hydroxyhomoarginine[196]

L. busseHarms (g)

L. capassdaRolfe (g)

L. cyanescenfy)

(Schum. et Thonn.) Benth.
L. eriocalyxHarms (g)

L. laxiflorus Guill. et Perr.(g)
(L. philenopteraBenth.)

L. negrensiBenth. (g)

L. nelsii(Schinz) (g)
Heering et Grimme

L. sp2 Benth. (g)

L. sutherlandii(g)

(Harvey) Dunn.

L. araripensisBenth. (g)

L. costaricensigg)

L. fendleriBenth. (g)

L. glabrescen8enth. (g)

L. latifolius (Willd.) D.C. (g)

[=L. pentaphyllugPoiret) D. C.]
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Evanet al, 1985
Fellowst al, 1978

Evanst al, 1985

Birdsonet al, 1960
Evanst al, 1985

Evanst al, 1985



4-Hydroxyarginine[197]

Homoarginin§l198]

L
L
L

. leucanthusBurkart. (g)
. martyniiA. C. Smith (g)
. monilis(L.) A. M. G. (g)

Azevedo

L.

rrrrrrr -

muehlbergianuslassler (g)
. purpureusPittier (g)
. subglauscenf)

. araripensisBenth. (g)

. castilloi Standley(t)

. contrictusPittier (g)

. costaricensigg)

. emarginatudittier. (g)
. eriocarinalisMicheli.(g)

[=L. eriocaulinalisMicheli.]

L
L
L

. fendleriBenth. (g)
. glabrescen8enth. (g)
. guillemineanugTul.) (g)

Malme,
[=L. neuroscaph&enth.]

L
L

[=L. pentaphyllugPoiret) D. C.]

L
L

. hermaniM. Sousa (g)
. latifolius (Willd.) D.C. (g)

. leucanthusBurkart. (g)
. longistylusPittier (ec. t, r)

[=L. violaceuqJacq.) D. C.]

L
L

. lutescen®ittier (g)
. macrocarpus3enth. (g)

[=L. ernestiiHarms]

L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L

. margaritensidRittier (g)

. martyniiA. C. Smith (g)

. muehlbergianusiassler (g)
. nitidus(J. Vogel)Benth. (g)
. obovatuBenth. (g)

. oliganthusF. J. Herm. (g)

. orotinus(g)

. peninsularis]. D. Smith (g)
. salvadorensi¢g)

. sericeuqPoir.) Kunth (g)

. spiciflorusBenth. @)

. subglauscenf)
. unifoliolatusBenth. (g)

[=L. unifoliatusBenth.]

L
L

. velutinusBenth. (g)
. xuulLundell. (g)

[=L. guatemalensiBenth]

L
L
L
L
L

. contrictusPittier (g)

. costaricensigg)

. domengensiBers. D. C. (g)
. emarginatudittier. (g)

. eriocarinalisMicheli.(g)

[=L. eriocaulinalisMicheli.]

L
L
L

[=L. pentaphyllugPoiret) D. C.]

L
L

[=L. pentaphyllugPoiret) D. C.]

L

. glabrescen8enth. ()
. hermaniM. Sousa (g)
. latifolius (Willd.) D.C. (g)

. lanceolatusBenth. (g)
. latifolius (Willd.) D.C. (@)

. macrocarpus3enth. (g)

[=L. ernestiiHarms]

L

. monilis(L.) A. M. G. (g)

Azevedo

L

. parviflorusBenth. (g)
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Evanst al, 1985

Evanst al, 1985

Evanet al, 1985

Evanet al, 1985



Acide-2-Amino-4,5-dihydro-
1H-imidazole-4-acétiqug199]

Acide-2-(2-Amino-2-
imidazolin-4-yl)acétique[200]

L. peninsularis). D. Smith (g)
L. rugosusBenth. (g)

L. salvadorensi¢g)

L. sericeugPoir.) Kunth (g)
L. xuulLundell. (g)

[=L. guatemalensiBenth]

L. atropurpureugq)

L. castilloi Standley(t)

L. contrictusPittier (g)

L. dipteroneurudittier (g)

L. domengensiBers. D. C. (g)
L. emarginatugittier. (g)

L. eriocarinalisMicheli.(g)
[=L. eriocaulinalisMicheli.]

L. guillemineanugTul.) (g)
Malme,

[=L. neuroscaph®&enth.]

L. hermaniM. Sousa (g)

L. hondurensigenth. (g)

L. lanceolatuBBenth. (g)

L. lilloi (Hassler)Burkart. (g)
L. longistylusPittier (ec. t, r)
[=L. violaceuqJacq.) D. C.]

L. lutescen®ittier (g)

L. macrocarpusBenth. (g)

[=L. ernestiiHarms]

L. margaritensidittier (g)
L. minimiflorus(f)

L. nitidus(J. Vogel)Benth. (g)
L. obovatusBenth. (g)
L. oliganthusF. J. Herm. (g)
L. orotinus(g)

L. parviflorusBenth. (g)
L. peninsularis). D. Smith (g)
L. rugosusBenth. (g)

L. salvadorensi¢g)

L. sericeugPoir.) Kunth (g)
L. spiciflorusBenth. (g)

L. unifoliolatusBenth. (g)
[=L. unifoliatusBenth.]

L. velutinusBenth. (g)

L. xuulLundell. (g)

[=L. guatemalensiBenth]

L. cruentud_undell (g)

L. dipteroneurudittier (g)
L. emarginatugittier. (g)

L. eriocarinalisMicheli.(g)
[=L. eriocaulinalisMicheli.]
L. guillemineanugTul.) (g)
Malme,

[=L. neuroscaph®&enth.]

L. longistylusPittier (ec. t, r)
[=L. violaceuqJacq.) D. C.]
. margaritensidRittier (g)

. obovatusBenth. (g)

. oliganthusF. J. Herm. (g)
. peninsularis]. D. Smith (g)
. rugosusBenth. (g)

. salvadorensi¢g)

. sericeuqPoir.) Kunth (g)
. spiciflorusBenth. (g)
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Enduracididine[201]

Tétrahydrolathyrine [202]

ALCALOIDES

L. spruceanusenth. (g)
L. xuulLundell. (g)
[=L. guatemalensiBenth]

L. atropurpureugq)

L. castilloi Standley(t)

L. cruentusLundell (g)

L. contrictusPittier (g)

L. dipteroneurudittier (g)

. domengensiBers. D. C. (g)
. emarginatudittier. (g)

-

L. eriocarinalisMicheli.(g)
[=L. eriocaulinalisMicheli.]
L. guillemineanugTul.) (g)
Malme,

[=L. neuroscaph&enth.]

L. hermaniM. Sousa (g)

L. hondurensigenth. (g)

L. lanceolatuBBenth. (g)

L. lilloi (Hassler)Burkart. (g)
L. longistylusPittier (Ec. t, r)
[=L. violaceuqJacq.) D. C.]
L. lutescen®ittier (g)

L. macrocarpusBenth. (g)
[=L. ernestiiHarms]

L. margaritensidittier (g)

. minimiflorus(g)

. nitidus(J. Vogel)Benth. (g)
. obovatuBenth. (g)

. oliganthusF. J. Herm. (g)

. orotinus(g)

. parviflorusBenth. (g)

. peninsularis]. D. Smith (g)
. rugosusBenth. (g)

L. salvadorensi¢g)

[=L. unifoliatusBenth.]

L. sericeugPoir.) Kunth (g)
L. spiciflorusBenth. (g)

L. velutinusBenth. (g)
L. xuulLundell.(g)
[=L. guatemalensiBenth]

L. costaricensigg)

Evanst al, 1985
Fellowst al, 1978
Evanet al, 1985
Evanet al, 1985
Fellowst al, 1978
Evaret al, 1985
Evanegt al, 1985
Fellowst al, 1978
Evanst al, 1985

Fellowst al, 1978

Evanet al, 1985

Fellowset al, 1978
Roussist al, 1987
Evanst al, 1985
Evaret al, 1985
Fellowset al, 1978
Evanst al, 1985

Evanst al, 1985
Fellowset al, 1978
Evanst al, 1985

Evanst al, 1985
Fellowset al, 1978
Evanst al, 1985

2,54ransDihydroxyméthyl-

3,44rans-dihydroxypyrrolidine [203]

. araripensisBenth. (g)

. atropurpureugg)

. castilloi Standley(t)

. costaricensigg)

. contrictusPittier (g)

. cultratus(g)

. dipteroneurugittier (g)

rrrrrr

—

. domengensiBers. D. C. (g)
. emarginatudittier. (g)

—
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1-Déoxymannojirimycine[204]

1-Déoxyjirimycine [205]

Homonojirimicyne [206]
Fagomine[207]
2-Aminoimidazole [208]

L. eriocarinalisMicheli.(g)
[=L. eriocaulinalisMicheli.]
L. fendleriBenth. (g)

L. filipesBenth. (g)

L. floribundusBenth.

[=Derris floribunda(Benth.) Ducke]

L. glabrescen8enth. (g)

L. guillemineanugTul.) (g)
Malme,

[=L. neuroscaph®&enth.]

L. hermaniM. Sousa (g)

L. hondurensigenth. (g)

L. lanceolatuBBenth. (g)

L. latifolius (Willd.) D.C. (g)
[=L. pentaphyllugPoiret) D. C.]
L. leucanthusBurkart. (g)

L. lilloi (Hassler)Burkart. (g)
L. longistylusPittier (ec. t, r)
[=L. violaceuqJacq.) D. C.]
L. lutescen®ittier (g)

L. macrocarpusenth. (g)
[=L. ernestiiHarms]

L. margaritensidittier (g)

L. martyniiA. C. Smith (g)

L. minimiflorus(f)

L. monilis(L.) A. M. G. (g)
Azevedo

. muehlbergianusiassler (g)
. nitidus(J. Vogel)Benth. (g)
. nitidulus(Benth.) Ducke (g)
. obovatusBenth. (g)

. oliganthusF. J. Herm. (g)

. orotinus(g)

. parviflorusBenth. (g)

. purpureugPittier (g)

. rugosusBenth. (g)

. salvadorensi¢g)

. sanctae-marthaPittier (g)

. sericeuqPoir.) Kunth (g)

. spiciflorusBenth. (g)

. subglauscen)

. unifoliolatusBenth. (g)
[=L. unifoliatusBenth.]

L. velutinusBenth. (g)

L. xuulLundell. (g)

[=L. guatemalensiBenth]

-

L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L

L. costaricensigg)

L. cultratus(g)

L. latifolius (Willd.) D.C. (g)
[=L. pentaphyllugPoiret) D. C.]
L. sericeugPoir.) Kunth (g)

L. latifolius (Willd.) D.C. (g)
[=L. pentaphyllugPoiret) D. C.]

L. martyniiA. C. Smith (g)
L. muehlbergianusiassler (g)
L. subglauscen)
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AUTRES COMPOSES

d-Pinitol [209] L. laxiflorus Guill. et Perr.(b) Plouvier, 1955

[=L. philenopteraBenth]

L. sericeugPoir.) Kunth (f) Plouvier, 1965
1-Heptacosano[210] L. obtususBenth. (ec. r) Do Nascimengb al. 1976

D. CONCLUSION

Les différentes études phytochimiques réaliséedisarses especes du gehmnchocarpus
ont permis de référencer plus de 200 composésegquéipamrtissent en trois groupes principaux : Les
composés phénoliques, les triterpenes et les carmpamotés. Parmi ces trois groupes, celui des
composeés phénoliques regroupe la majorité des cadspidont la plupart sont des flavonoides. Ces
derniers se présentent sous diverses formes dsnplls importantes sont : les chalcones, les
aurones, les flavones, les flavonols, les flavasptes flavanonols et les roténoides. A cété de ces
différentes classes de flavonoides, on trouvetibgses qui sont également répandus dans le genre
Lonchocarpus.

Parmi les composés phénoliques, on retrouve umg/lptéon quasi systématique sous forme
linéaire ou cyclisée. Cette prénylation constitne des caractéristiques de ce genre et des genres
voisins Qerris, Millettia, Mundulea, Tephrosjaqui possedent pratiquement le méme profil de

variétés structurales au niveau des métabolitemslaores [SOUTHON, 1994].
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3°m PARTIE

TRAVAUX PERSONNELS




Nos travaux expérimentaux concernent principaleniéhide phytochimique de. nicou
lls consistent a identifier le maximum de compostds d'élargir et d'approfondir la connaissance

phytochimique de cette plante.

L’objectif phytochimique correspond, en effet,iadlement et a la détermination structurale
des molécules naturelles de nicou Pour ce faire, nous avons procédé a I'extractim,
fractionnement et a la purification de différentg/fmconstituants en utilisant diverses technigues d
chromatographie (HPLC, MPLC, CCM, CCM centrifuge.Lps meétabolites secondaires isolés
sont par la suite analysés et caractérisés paredbriques de spectrométrie de masse (SM) et de
spectroscopie (UV, RMN monodimensionnelle, RMN fidnsionnelle homonucléaire et
hétéronucléaire). Ces données sont complétéescdanms cas par la mesure de l'activité optique.

Quatre molécules majoritairement rencontrées danacine de cette Fabaceée tropicale sont
sélectionnées en vue de réaliser des tests biolegigréliminaires sur deux lignées de cellules
cancéreuses : lignée HEL (érythroleucémie humahépnée 1547 (ostéosarcome humain). Dans
ce contexte, quatre types d'évaluations ont étédéban vue de traduire les effets biologiques de
ces molécules majeures :

- évaluation de leurs effets sur les récepteurseatnogeénes

- évaluation de leur activité anti-aromatasique

- évaluation de leur activité antiproliférative

- évaluation de leur cytotoxicité.

Ces différentes étapes de nos travaux seront dipéds et détaillées tout au long de cette
partie. Mais dans un premier temps, nous abordejoelsiues aspects d’ordre technique concernant
I'extraction, le fractionnement, l'isolement, largication et I'analyse structurale des composeés

obtenus.
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A. MATERIELS ET METHODES

|. MATERIEL VEGETAL

Le matériel végétal (200 g) est constitué de raciseches et broyées denchocarpus
nicou (Aublet) D.C. Il est fourni par I'entreprise SEDARG (Rue de la Méditerranéenne, 34300
Agde), a titre gracieux. Un spécimen est déposéaboratoire de pharmacognosie de Grenoble
(Domaine de la Merci, 38700 la Tronche).

Il. METHODES DE PURIFICATION

1. Chromatographie préparative sur couche mince (C®! prép.)
Les chromatographies préparatives sur couche nsioeteffectuées sur des plagues (20 x
20 cm) pré-étalées de gel de silice Merk 8Q8e 0,25 mm d’épaisseur.

Les solvants utilisés pour cette chromatographie &pertoriés dans le Tableau ci-apres.

Tableau 2 : Solvants pour CCM préparative.

Solvant Mélange
S1 CgHsCHs : MeCOEt : MeOH (90: 5: 5)
S2 CeHys 1 CHsCH; : MeOH (9,1 :81,8:9,1)
S3 CeH14 : GsHsCH; : MeOH (7,5 : 85 : 7,5)
S4 CH,Cl, : MeCOEt : MeOH (90 : 5 : 5)

2. Chromatographie liquide sur colonne ouverte (CC)

Les colonnes ouvertes utilisées sont des coloneebaflex LH 20 Sigma. Elles sont de
différentes tailles (800 x 26 mm ; 340 x 26 mm Q 3415 mm). Les solvants utilisés sont présentés
dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Solvants pour colonnes Sephadex LH 20.

Solvant Mélange
S5 MeOH (100%)
S6 CHCl; : MeCOEt : MeOH (30 : 35: 35)

3. Chromatographie liquide moyenne pression (MPLC)
Les MPLC sont réalisées sur des colonnes Bichaitlest différentes : 460 x 26 mm ;
460 x 15 mm ; 230 x 15 mm.
L’appareillage est composeé de :
- un réservoir de phase mobile.

- une pompe Bichi 681 (pression max 40 bars).
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- une colonne Bichi remplie de phase stationnairsmgntée d’'une pré-colonne Bichi (115 x

10 mm).

Les colonnes sont remplies a sec et les phasesnsi@tes utilisées pour la purification en
MPLC sont les suivantes :

- gel de silice greffée diol, Merck LiChropfépIOL, 15-40pm.

- gel de silice, Merck LiChroprépSi 60, 15-25um.

- polyamide Macherey-Nagel SC-6, < [

Les différentes phases mobiles utilisées sont ptéss dans le tableau 4.

Remarque :

Dans ce tableau tous les solvants encadrés pdigdes en pointillés correspondent aux
solvants utilisés pour la réalisation d'une coloMRLC avec un solvant initial, un ou plusieurs
solvants intermédiaires et un solvant final. lltfaoter que les mélanges de solvants intermédiaires
qui sont répertoriés ici correspondent exclusivenaemx solvants ayant servi a obtenir des extraits
étudiés ultérieurement ou a obtenir des métabddigesndaires. Cette remarque reste valable pour

le Tableau 6 qui regroupe les mélanges de solwaititees pour la CCM centrifuge.

Tableau 4 : Solvants pour les séparations par MPLC.

Solvant Mélange inital — Melange(s) intermédiaire(s)  — T Mélange final
ST CeH1 (100 %)
S8 Catt: EXOAC (80 20)
S9 CeHys: EOAC: MeCOE! (76,2:19:438)
S10 CiHia: EOAC: MeCOE (72,7:182:9,)
St1 CeHis: EtOAC: MeCOE! (63,6:27,3:9,0)
s12 Cath CHCly: EtOA : MeCOEE (318: 318 27,3:9.1)
S13 CH,Cl, : EtOAC : MeCOE (63,6:: 27,3: 9,1)
Sl CH,Cl, : EtOAc : MeCOE (60 : 30 10)
S15 CH,Cl, : EtOAC : MeOH (60 10:: 30)
S T
St7 CeHiCH, : MeCOEt (96 : 4)
s18 CkCHy  MeCOEt (91 9)
S19 MeCOEt : MeOH (95::5)
S| G GHCHy CROy NeCORLGO-10:5:5) |
il CiHha: GHCHy : CHCly: MeCOE (75:10:10:5)
2 Cattye: GHECHy: CHCly : MeCOEt (50 15: 15 20)
S23 CH,Cl, MeOH (80: 20)
I I L I
S25 CeHy.: EOAC: MeCOE (83:15:2)
S26 CeHy: EOAC: MeCOEL: MeOH (10 40:47,5: 2)5)
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Tableau 4 : Suite.

Solvant Mélange initial — Mélange(s) intermédiaire(s) ——1—> Mélange final
2 CiHio (100 %)
28 CiHus : EOAC (85 15)
S29 CgHys: EtOAC : MeCOE (83: 15: 2)
S30 CeHia: EtOAC : MeCOEE (80 : 15 5)
s31 CsHua: EOAC : MeCOE (60 30 : 10)
S32 CgHiq: EtOAC : MeCOEL : MeOH (10: 40:47,5:2,5)
B R G R
S34 CeHua - GGH:CH; - MeOH (64,5:32,3:3.2)
S35 CgHya: CHsCH, - MeOH (7:90: 3)
S36 CsHu - EtOAC (90 10)
S37 CgHi4: EtOAC : MeCOE (70 : 15 : 15)
S38 CH,Cl, : EtOAc : MeCOEt (60 : 20 : 20)
BEE I - T N I
S40 CsHua: EOAC : MeCOE (70 15 : 15)
s41 CsHua: EOAC : MeCOE (60 20 : 20)
S42 CH,Cl, : EtOAc : MeCOEt (60 : 20 : 20)
BE N I - T N I
S44 CgHyq: EtOAC : MeCOEL (70 : 15:: 15)
S45 CsHha: EOAC : MeCOE (60 20 : 20)
S46 CH,Cl,: MeOH (40 60)
ST T GAEORMeCORO S T
S48 CgHuq: EtOAC : MeCOE (75 : 15: 10)
S49 CgHys: EtOAC : MeCOE (60 : 20 : 20)
S50 CH,Cl, : EtOAc : MeCOEt (80 : 10 : 10)
R O IS 12 T N
S52 CeH:CHy (100 %)
S53 CgHsCH; : EtOAc (85 : 15)
S54 CgHsCHs : EtOAC : MeOH (70: 15 15)
L eSOl 0
S56 CgHi4 (200 %)
S57 CgHiq: GiHsCH, : MeCOEt (47,5: 47,5:5)
S58 CeHiq: CHCly: MeCOEt : MeOH (20: 20: 30 : 30)
BE Ll
S60 CgHi4: MeCOEL: MeOH (90:5:5)
oot (| | CHO,MeCOE:NeOH(’5:15:10) |
S62 Cehhia (100 %)
S63 CgHi4: MeCOE : MeOH (80 : 10 : 10)
S64 CH,Cl,: MeCOEt : MeOH (50 : 25 : 25)
BES . N e I
S66 CsH:CHy - MeCOEt (85 : 15)
S67 CsHeCH, : MeCOEt : MeOH (80:: 15 : 5)
S68 CeHsCH, : MeCOEL : MeOH (20 : 40 : 40)
BEE . e I
S10 CgHsCHz: MeCOEt : MeOH (83:15:2)
[N O O IO L LT
12 CeH:CHy (100 %)
S73 CgHsCHs : EtOAc (85 : 15)
S14 CH,Cl,: MeOH (70 : 30)
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4. Chromatographie liquide haute performance semi-gparative (HPLC semi-prép.)
Les dernieres étapes de purification sont souvéalisées a l'aide d'une HPLC semi-

préparative. Ces étapes en HPLC nécessitentdatiitin d’'une chaine Perkin Elmer équipée :

- d’'un détecteur UV visible (Perkin Elmer série 200

- d'une pompe quaternaire série 200 (injection nelapuvanne et boucle de 2QDRhéodyne)

- d’'une interface série 600

- d’un contréleur d’élution

- d'un dégazeur série 200

L’ensemble est contrdlé par un ordinateur muni gitmgramme spécial « TotalChrom ».
Les colonnes utilisées sont les suivantes :

- Bischoff prep 2025, RG 1010 Si 100 Impg&50 x 20 mm, 1@m)

- Macherey Nagel, Nucleodur100-5¢@250 x 10 mm, Jum)
Ces chromatographies sont réalisées a l'aide deants présentés dans le Tableau 5 avec un débit

de 4 ml/min.

Tableau 5 :Solvants pour la purification par HPLC semi-préfiaea

Solvant Mélange

S75 MeOH : HO (50,5 : 49,5)

S76 MeOH : HO (55 : 45)

ST7 MeOH : HO (65 : 35)

S78 MeOH : HO (80 : 20)

S79 CeH1s: CHCL: iPrOH : MeOH (90: 6,5:3:0,5)
S80 CgHya: CHCL: iPrOH : MeOH (80 : 13:6,5:0,5)
S81 CgHy4: CHCL:iPrOH: MeOH (85:9:4,5:1,5)

5. Chromatographie circulaire centrifuge sur couchemince (CCM centrifuge)

Les chromatographies circulaires centrifuges séatigées sur I'appareil Chromatotron
(modéle 8924 Harrison Research) constitué d’unrrotdiné, d’'un moteur, d’une pompe (modéle
RHSY) et d'une plaque en verre circulaire portéaddorbant. Les plaques utilisées sont de 1 ou 2
mm d’épaisseur et sont constituées d'un gel de$ild Pk, Merk, associé a un liant : le sulfate de
calcium. Ces plaques sont préparées au labordfiague de 1 mm : 50 g de silice pour 100 mi
d'eau ; plague de 2 mm: 65g de silice pour 130d/ehu). Les solvants utilisés pour cette

chromatographie sont regroupés dans le Tableau 6.

60



Tableau 6 : Solvants pour la CCM centrifuge.

Solvant Mélange initial — Mélange(s) intermédiaire(s) ——1—> Mélange final
582 Cathe: GH:CHs (10 90)
S83 CeHig: CGH:CH, : MeOH (10:89:: 1)
I ) N 1E . N O
585 Cattiy: CisCHy (16 : 84)
586 CaHye: CGHeCHy : EXOAC (71: 145 145) j
S87 Catra: GH:CHy (10 90)
588 Caftye: GH:CHy  MeOH (10:89: 1)
589 Cattye: CiHsCHy - MeOH (5 90:5)
S90 Cabl: GHECH (10 90)
s91 CaHa: CiH:CHy - MeOH (10::85:5)
BN I 1 T 1
593 Catye: GiHeCHy: MeOH (2,595 25)
So4 Cattie: GH:CHy MeOH (5:90:5) j
595 Cfyy: EOAC (90 10)
S96 CeHiy: EtOAC : MeCOE (70 15 : 15)
s97 CH,Cl,: EtOAc: MeCOEt (60 20 20)
(S8 |T GhomomWeCoRBOIE [T
599 CHya: CHCl, : EtOAC : MeCOEL (45: 45:5:5)
[ O O =
s101 CHCl, (100%)
S102 CH,Cl,: MeCOEt : MeOH (80 10:: 10)
5103 CH,Cly: MeOH (50 50)
B R
S105 CHia: CHCy: EtOAC (60 35:5)
$106 Catha: CHCly: EtOAC : MeOH (20651 10:5) j
IS A R AL 7
S108 CgHia: CHCy: EtOAC : MeOH (40:: 40:: 20 20) j
RS R
S110 CHyy: CHCy: EtOAC (72:20:: 8)
Si1t CgHia: CHCl,: EtOAC : MeOH (30:: 30 30 10)

[ll. METHODES D’ANALYSE

chromatographie préparative ainsi que la pureté rdekcules isolées sont évaluées par les
techniques chromatographiques usuelles. De la mémgen, lidentification structurale des

métabolites secondaires isolés s'appuie pour figskesur les techniques spectroscopiques

L'analyse de la composition des extraits bruts,lecales fractions obtenues par

suivantes: UV, RMN, SM.

1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Deux types d’adsorbants sont utilisés tout au Ideg différentes étapes de purification afin

d’orienter notre travail :
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- Silice 60 ks4 Merck, 0,1 mm sur support d’aluminium (20 x 20 cm)

- Polyamide 11 54 Merck, 0,15 mm sur support d’aluminium (20 x 20)cm
Pour l'analyse de la plupart des produits, la esilist utilisée préférentiellement comme phase
stationnaire. Les phases mobiles les plus utiliggms ces deux types d'adsorbants sont les

suivantes :

- CsHsCH3 : MeCOEt : MeOH (75 : 15 : 10)
- CsHsCH3 : GHy4: MeOH (75 : 15: 10)

- CsHsCH;3 : EtOAC (70 : 30)

- CsHi4: MeCOEt : EtOAc (70 : 20 : 10)

- CH.Cl, : MeCOEt : EtOAc (90:5:5)

- CH,Cl, : MeCOEt : EtOAc (80 : 10: 10)

2. Chromatographie liquide haute performance analyijue (HPLC)

Cette chromatographie sert essentiellement a dentedpureté des produits isolés. Elle est
aussi utilisée pour étudier dans un premier tengpsomportement séparatif d'un mélange de
produits avant de passer a des étapes de punficdta colonne et le solvant les plus utilisés pour
nos produits en HPLC sont: la colonne Waters XaérrRP18 (150 x 4,6 mm), fm et le
mélange MeOH : kD (60 : 40).

3. Spectrophotométrie ultraviolet (UV)
Les spectres UV des composés sont réalisés a dlaidespectrophotometre SECOMAM
S-750, modéle SF0191.

4. Spectrométrie de masse (SM)

Deux méthodes d'ionisations sont utilisées poulise¥al'analyse par spectroscopie de
masse.
- L'impact électronique (EI) est effectué sur ustégne magnétique ZAB-SEQ de VG Instruments
avec une énergie d'ionisation de 70 eV et unedartbaccélération de 8000 V.

- L'électrospray quant a lui est réalisé sur urlyesear a temps de vol LCT de Micromass.

5. Spectroscopie par résonance magnétique nucléaii@MN)

L’ensemble des spectres RMN monodimensionnétit t°C, *C-DEPT, *C-Jmod) et
bidimensionnelle *H-'H COSY, *H-*C HMQC, *H-*C HMBC), sont réalisés sur un appareil
Bruker DPX Avance 400 MHz du Service Commun RMN Idéniversité de Limoges. Les
déplacements chimiques en ppm des solvants deutéifiéés pour les analyses sont présentés dans

le Tableau 7. lls sont exprimés par rapport au TMS.
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Tableau 7. Déplacements chimiques en ppm des solvants dé&uitér

"H (ppm) C (ppm)
CoDs 7,16 128,39

8,74 150,35
CsDsN 7,58 135,91

7,22 123,87
CDCl, 7,27 77,23

B. ETUDE PHYTOCHIMIQUE

|. OBTENTION DES EXTRAITS

L’étude phytochimique dé.onchocarpus nicolest réalisée a partir de la racine seche
préalablement broyée. La poudre (200 g) ainsi algteyst soumise a une extraction solide/liquide a
température ambiante jusqu’a épuisement, en utilidas solvants de polarité croissante (hexane,

benzéne, chloroforme, acétone et méthanol).
Il. ISOLEMENT DES COMPOSES

1. Méthodologie générale

Les différents extraits obtenus sont analysés @l @ans des systemes compatibles avec
la nature de l'extrait. Pour la suite de I'étudegus retenons les extraits dont le profil
chromatographique signalent la richesse en métabatiecondaires flavonoidiques, a savoir les
extraits benzénique et hexanique. L'extrait hexamigyant fait I'objet d’une étude phytochimique
antérieure [KAOUADJIet al, 1986 ; KAOUADJI, 1988] n'est étudié ici que peltment tandis
gue I'extrait benzénigue est soumis a une etudeqgprofondieles extraits sélectionnés subissent
la premiére étape de fractionnement conduisanbéehtion d'un certain nombre de fractions. Par la
suite, les travaux de séparation et de purificatiéoessitent 5 a 6 étapes supplémentaires pour les
fractions complexes et l'utilisation de différenteschniques chromatographiques (CC, MPLC,
HPLC, CCM centrifuge etc.). A lissue de chaqueoatatographie préparative, les fractions
obtenues sont analysées par CCM dans le but de :
- réunir les fractions qui présentent le méme profi
- déterminer un nouveau support chromatographiqosi @u’un nouveau systeme de solvant
susceptible de mieux séparer les composes.
La complexité de I'extrait et la difficulté de cairies séparations, nous obligent a diversifier les

systemes chromatographiques.
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L’étude phytochimique deonchocarpus nicose fera dans un premier temps par I'analyse
de I'extrait benzénique puis par celle de I'extrakanique et enfin nous ferons le bilan quantitati
avec les caractéristiques et les particularitéscdagposes isolés. L'analyse structurale des pmoduit
isolés sera ensuite abordée ainsi qu'une discussarvis des caractéristiques spectroscopiques et

le comportement chromatographique.

2. Fractionnement de I'extrait benzénique (schéma)l

L’extrait benzénique (24g) dans un premier tempsnpe la cristallisation de la roténone
(L2) dans le méthanol. Celle-ci constitue le principhajtoconstituant de cet extrait. En effet elle
représente plus de 80 % de l'extrait de départsetobtenue pure aprés trois cristallisations
successives. Les difféerents surnageants sont réa3 g) et soumis a une chromatographie liquide
moyenne pression (MPLC) utilisant comme phaseostasire de la silice greffée diol. Un gradient
de solvant allant de7 a si5est utilisé pour cette chromatographie. Cetteidezrest renouvelée 4
fois car la taille de la colonne mise a notre déjian ne nous permet pas de traiter d’'un seul coup
la totalité de I'extrait. Apres le fractionnement le rassemblement des fractions de profil
chromatographique similaire, nous obtenons 14itmastf1 a F14). Ces différentes fractions sont
traitées individuellement par la suite, en fonctitenla complexité de leur composition, en fonction

de leur masse et de l'intérét porté a tel ou tetipit isolé (schéma 1).

EXTRAIT BENZENIQUE
(24 9)

MeOH a chaud
(opération x 3)

insoluble soluble
roténone (L2) (7139
(16,85 g)
(opération x 4)
MPLC Diol (460 x 26 mm)
Solvant :(S7aS15)
S7 S8 S9 S10 S11 S 13 S S14 S15
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12 F13 F14
11,7y (37)  (3140) (580) (305) (340  (154) (180) (243) (251) (580) (560)  (199)  (410)

Schéma 1 Fractionnement de I'extrait benzénique.

masse exprimée en mg
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2.1. Etude de la fraction FASchéma 2)

Le traitement de la fraction F2 débute par une MPbyamide (colonne 230 x 15 mm) en
utilisant un gradient de solvant de6ca ss8

Parmi les fractions obtenues, celles qui présentergroduit majoritaire sont purifiées sur
un systéme HPLC {g semi-préparative en utilisagt7comme solvant d’élution. Cette ultime étape
permet d’isoler deux molécules de polarité voisine sont deux isomeres de constitution ; Ig312a

hydroxyroténonelL@) et la téphrosineL(8s).

F2 (36,8 mg)

MPLC Polyamide
(230 x 15 mm)
(S56aS59

S57
(4,8 mg)

HPLC semi-prép. ¢
(879

!

L4 (2,5 mg)
L18(1 mg)

Schéma 2 Purification de la fraction F2.

2.2. Etude de la fraction F3Schéma 3)

La fraction F3 est la plus importante quantitatiestnet son analyse par CCM indique une
composition simple pour laquelle la roténone)(constitue le composé majeur (77%). Le
traitement de F3 (3,14 g) par le MeOH chaud (3)fomduit a une masse cristalline de 1,59 g et
une partie soluble de 1,54 g. Les cristaux trgasHPLC semi-préparative permettent I'obtention
de 1,54 g de cristaux de roténome)(accompagnés de 12 mg de cristaux de dégudlis. (Le
traitement de la partie soluble (produits secomsaassociés la) par MPLC SiQ (460 x 26 mm)
en utilisant un gradient de solvant allantsde a s19 nous permet d’obtenir les fractiong1,21 g)
etB (41 mg)qui seront étudiées par la suite.

- La fraction A (1,21 g) renfermant toujours de la roténone),(va subir une autre étape de
cristallisation. Cette fois-ci, les cristaux deténone I(2) sont accompagnés de 4 produits
minoritaires. Ces derniers sont purifiés par HPe@ispréparative sur g et en utilisant le solvant
s78 Il s’agit dela 6a,12a-didéhydroroténone1(), de la 6-o0xo0-6a,12a-didéhydrodéguélines] et
d'un mélange de deux composés: la 6-0xo0-6a,128hgdtoroténone L{2) et la 6a,12a-
didéhydrodéguéline.g4).
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F3 (3,14 g)

dissolution dans
le MeOH a chaud (x3)

y

y

Soluble Cristaux
(1,54 g) (1,59 g)
I I
MPLC SiQ, HPLC semi-prép. G
(460 x 26 mm) (8779
(S16aS19
S17 | S18 l—v—l
A B
(219 (41 mg) L2 (154g) L16 (12 mg)
MeOH a chaud
MeOH a chaud
y .
soWubIe insoluble
insoluble(95% delL2) soluble
(660 mg) (530 mg)
I |
HPLC semi-prép. G MPLC SiO,
(S78) (460 x 15 mm)
(5202529 L14 +L2§2 mg)
7 S21 S21
l v l l I I
L2 L10 L26 L24+L12 (314,7 mg) (9,4 mg)
(2 mg) (7 mg) (0,9 mg)
MeOH a chaud
1 HPLC semi-prép. G
I ] &
insoluble(L2) soluble v
(270 mg) L4 + 118
; (6 mg)
HPLC semi-prép. G
(S78)
|
L2+ L16 L10 L4 +L18
(8 mg) (3 mg) (2? mg)
HPLC semi-prép. G
(8779
L4 (10 mg)
L1& mg)

Schéma 3 :Purification de la fraction F3.
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Le surnageant (530 mg) issu de cette cristallisatgt fractionné grace a une MPLC S{@60 x 15
mm) avec un systeme de gradient de solvant diff@emelui utilisé précédemment. Ce gradient de
solvant va du mélange0as23

e L’analyse par CCM de la fraction (314,7 mg) éluée pa®21, montre qu’elle contient
toujours de la roténone en proportion importangeré& élimination d’'une partie de cette roténone
toujours par cristallisation dans le MeOH, le sgesnt de cette fraction est traité par deux HPLC
semi-préparatives successives sug Ca premiere, réalisée dans le mélaisgg nous a permis
d’obtenir la roténone I(2) en mélange avec la déguélinad), la didéhydroroténone.10) et un
autre mélange de deux produits : la -Pgdroxyroténone L@3) et de la téphrosineL18). La
deuxieme HPLC semi-préparative sugg@tilisant le mélanges77 comme solvant d’élution a
conduit a la séparation du meélangeet L18.

» La fractionil (9,4 mg) éluée aves21 contient majoritairement de la J2aydroxyroténone
(L4) et la téphrosineL{8) qui peuvent également étre purifiées a l'aidened'tHPLC semi-
préparative g dans les mémes conditions que précédemment.

- La fractionB (41 mg) éluée avesig8est préalablement solubilisée dans le MeOH a chHaeli-ci
en se refroidissant, conduit a la formation d’'uécgité. Ce dernier, séparé de la partie solulile es
lavé plusieurs fois avec le MeOH et est formé doouple disoméres constitutionnels,

coumaronochromone A 14) et coumaronochromone (B28).

2.3. Etude de la fraction F4Schéma 4)

La purification de la fraction Fdst réalisée en 3 étapes successives : une MPLG40 x
15 mm) utilisant un gradient de solvant allant3¥a a s26 puis une chromatographie circulaire
centrifuge (SiQ) et enfin une HPLC semi-préparativgs@tilisants77comme solvant. Ces 3 étapes

conduisent a l'isolement de la J2aydroxyroténonel#) et la téphrosineL(8).

2.4. Etude de la fraction F5Schéma 5)

L'étude de cette fraction F5 (305 mg) débute par MPLC silice (460 x 15 mm). Un
gradient de solvant allant d&7 a s32 est utilisé pour réaliser cette chromatographie roqus
conduit a 6 fractions principales, @, C, D, EetF).

- La fractionA (7 mg), éluée aves2g apres analyse par CCM, semble étre constituéde s#ul
produit. L'étude détaillée de cette fraction nownpet de dire par la suite gu'il s'agit d'un
ptérocarpanes2.

- La fractionB (14,2 mg), également éluée 328 cristallise partiellement au contact du MeOH. La
partie insoluble, apres plusieurs lavages au Me®Hespond a la flemichapparineBg).

- La fractionc (54 mg) obtenue avec le mélangeo est purifiée quant a elle, sur une colonne
Sephadex LH-20 en utilisant le MeOH comme solvaalution. Lors de cette premiéere étape de

séparation, nous nous sommes débarrassés d’'ume gestimpuretés. Les fractions restantes sont
67



rassemblées et passées sur une colonne MPLC pdiyapgarmettant d’isoler deux isomeéres

constitutionnels.4 etL18 ainsi que la 12a-hydroxydéguélinelL?).

F4 (580 mg)
MPLC SiQ,
(460 x 15 mm)
(S24aS2¢)
S25
(462 mg)
y A 4
CCM centrifuge CCM centrifuge
(2 mm) (2 mm)
(S82aS84) (S85a.S86)
S82 S85
L4 + L18
(400 mgq)

HPLC semi-prép. G
(879

l

L4(17 mg)
L18(11mg)

Schéma 4 Purification de la fraction F4.

- La fractionD (113,3 mg) permet d’isoler une fois de plus leangke 12@-hydroxyroténonel4)

et téphrosine L8) aprés une chromatographie circulaire centrifubmn() et une HPLC semi-
préparative.

- La fractionE (13 mg) €éluée par le mélangeo est mise en contact avec le MeOH et conduit a la
formation d’un précipité blanchatre. Les analysgscroscopiques réalisées par la suite montrent
gu’il s’agit du composé27.

- La fractionF (8 mg), quant a elle, subit une CCM préparativecasomme solvant d'élution le
mélanges4. Aprés deux migrations successives, la bande smorelant au produit majoritaire est
récupérée. Il s’agit d'un mélange de 4 composésL7, L8, L9 (2,8 mQ).
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F5 (305 mg)
I

MPLC SiG
(460 x 15 mm)
(S27aS32)
S28 S28 S29 S29 S30 S31
y
A B C D E F
(7 mg) (14,2 mg) (54 mg) (113,3 mg) (13ma (8 mg)
MeOH | | MeOH |
v Sephadex CCM centrifuge CCM prép.
| | LH-20 (1 mm) (S4)
(340 x 15 mnr (S85a586)

insoluble solubl<

indak soluble
v I
L32 L4 + L18 l L6 + L7
(7 mg) (83,9 mg) L8 +L9
A 4
. L27 (2,8 mg)
MPLC Polyamide 6.9
(230 x 15 mm) (6,9 mg)
(S5¢ 3 S61
L33 S60 S60 HPLC semi-prép. G
(2 mg) l l 7
L4 +L18 L17 l
(15 mg) (15 mg)
L4 (19,6 mg)
L1§11,3 mg)

Schéma 5 Purification de la fraction F5.

2.5. Etude de la fraction FGSchéma 6)

Cing produits, a savoir un couple disoméres comsdnnels L13, L27, la 12a&-
hydroxyroténonelL), une chalconel et une benzoquinones4 sont isolés de la fractiors (340
mg). L'analyse phytochimique de cette fraction cagnoe par une MPLC silice (460 x 15 mm) en
utilisant un gradient de solvant allant du mélasge a s3s Apres rassemblement des fractions
présentant a peu pres le méme profil chromatoggaph fractionsA etB) sont retenues.

Sur la fractionA (275 mg), est réalisée une CCM centrifuge (2 mmuglisant comme
solvant le mélanges7 a ssa Celle-ci conduit a I'obtention de deux fractigmsncipales ( et 1)
contenant les produits majoritaires.

- La fractionl (164 mg) éluée passest passée tout d’abord sur une colonne Sephade0lavec
le MeOH comme solvant d'élution. Cette opérationma d’obtenir 5 fractions parmi lesquelles
deux nous paraissent intéressanexti).

La fractiona dissoute dans le MeOH permet la cristallisatiomtilange 13iomo43-oxa-
didéhydroroténoneL{3) et 13homaoel3-oxa-didéhydrodéguéliné.27) dont la séparation n’est

possible que par une HPLC semi-préparatiyeaec comme éluant le solvar.
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F6 (340 mg)

MPLC SiOQ,
(460 x 15 mm)
(S33aS3H
vS34 l S34
A B
(275mg) (17 mg)
CCM centrifuge Sephadex LH-20
(2 mm) (340 x 15 mm)
(S874S89 (S8
y S88 S88
13
| (164 mg) Il (28,5 mg) (3 mo)
' |
Sephadex LH-20 -
(800 x 15 mm) SephadexLH-20 CCM centrifuge
(SH (340 x 15 mm) (L mm)
| (SH (S92a594
l |
! ] |
a (120 mg) b (38,2mg) L1 L34
Cristallisation CCM centrifuge CCM prép.
MeOH (1 mm) (S2
l (S90a5S91) ¢
L13 +L27 L1
(60 mg) CCM prép. (3,5 mg)
(S89
L13 +L27 L3
(23,8 mg)

(8,7 mg)
I

HPLC semi-prép. G
(S77)

|

L13 (5 mg)
L27 (3 mg)

Schéma 6 Purification de la fraction F6.
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La fractionb subit dans un premier temps une CCM centrifugetidisant sooa so1 Par la
suite une CCM préparative avec le mélaggesuivie d’'une HPLC semi-préparativegpermettent
d’isoler 3 produits. Il s’agit de3 et des deux isomeres constitutionnelsetL27.

- La fractioni (28,5 mg) quant a elle, est passée sur une colbapbadex LH-20s6) a la suite de
laquelle une chalcona (6 mg) est isolée (voir schéma 6).

- L'étude de la fractioB (17 mg) issue de la premiéere colonne MPLC Si€bute par une colonne
Sephadex LH-20 éluée avec le mélasgela fraction principale obtenuest traitée par une CCM
centrifuge SiQ (1 mm) en utilisant un gradient de solvaap a S94 Cette chromatographie nous

permet d'isoler la benzoquinon® (6,7 mg).

2.6. Etude de la fraction F7(Schéma 7)

La fraction F7 (154 mg), apres avoir subi une chatmgraphie circulaire centrifuge (2 mm),
avec un gradient de solvant allant $85 a sS97, est purifiée par HPLC semi-préparative silice (10
pum) dans le mélangse7a Ces deux étapes successives de chromatographietpartrd’isoler le

composé majoritaire13 (5,3 mg).

F7 (154 mg)
I

CCM centrifuge
(2 mm)
(S95aS97

S96
(45,6 mg)

HPLC semi-prép. Si©
(S79)

!

L13 (5,3 mg)

Schéma 7 Purification de la fraction F7.

2.7. Etude de la fraction F&Schéma 8)

La fraction F8 (180 mg) fractionnée par une MPLOSavec un gradient de solvant allant
dess3eas3sdonne deux fractions etB.
- La fractionA (18,1 mg) éluée pas37va subir une étape de purification supplémen&iréiPLC
semi-préparative SiKX10um). Cette derniere chromatographie réalisée aveelange de solvant
s79permet I'obtention de20, L25, L30, L36.
- La fractionB (28,1 mg) au contact du MeOH se cristallise pietigent. La partie insoluble est
récupéree et lavée plusieurs fois avec le MeOH pouaner un mélange de 2 produits. Il s’agit de
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6-hydroxy-6a,12@-didéhydroroténoneL{1) et de 6-hydroxy-6a,1Badidéhydrodéguéline2s (5,5
mgQ).

F8 (180 mg)
I
MPLC SiQ,
(460 x 15 mm)
(S36aS38)
\ 4
S37 S37
A4 \ 4
A B
(18,1 mqg) (28,1 mg)
I
HPLC semi-prép. Si©
(S79 l l
soluble insoluble
L25 L20 + L30 +3b L11 +L25
(4 mg) (i) (5,5 mg)

Schéma 8 Purification de la fraction F8.

2.8. Etude de la fraction Fq{Schéma 9)

La fraction F9 (243 mg) subit, dans un premier tgmyme MPLC Si@ (460x15 mm)
utilisant un gradient de solvant qui va du mélaggga s42 Cette premiére étape de fractionnement
permet d’obtenir 2 fractions principales €tB).

La fractionA éluée pas4oforme des cristaux légerement jaunatres en présdgundvieOH.
Ces cristaux correspondent au compbse déja obtenu dans la fraction F8. Une HPLC semi-
préparative Si@ (10 um) avec comme solvant d’élution le mélangg® permet d’isoler la 7'-

hydroxydéguélinel(19) a partir de la fractioB.

2.9. Etude de la fraction F1qSchéma 10)

L’étude de la fraction F10 (251 mg) permet d'is@guroduits. Elle débute par une MPLC
SiO, (460 x 15 mm) avec un gradient de solvant allans4B a s46 Cette chromatographie nous
permet d’obtenir 3 fraction®\(B etC). La fractionA (24 mg) contient un mélange de compases
L22 L31, L35 etL38 qui seront identifiés apres une MPLC polyamigde2@ s64). La fraction, apres
une HPLC semi-préparative SiQL0pum) conduit a I'obtention de 2,5 mg du composé

La fractionC (43 mg) contenant le composgs, est dissoute dans un meélange de solvants

composé de MeOH etde gEl, a volume égal. Dans ce systeme de solvanéspartie de la
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F9 (243 mg)

MPLC SiQ,
(460 x 15 mm)
(S394542
\ 4
S40 J' S41
A B
(63 mg) (5 mg)
MeOH
HPLC semi-prép. Si©
¢ i (S80
Soluble insoluble
| |
L11 L19
(10 mg) (201)
Schéma 9 Purification de la fraction F9.
F10 (251 mg)
[
MPLC SiQ,
(460 x 15 mm)
(S43a346
S44y v 545 S4
A B C
(24 mg) (8,5 mg) (43 mg)
M(Z;g f 22/ ;",‘T!()‘e HPLC seQWSi-prép- Sio MeOH/CHCl,
(S622.564) (s8) 50 / 50
S63
A v v i
| Il " L192,5mg) soluble insoluble
(14 ma (4 ma’ (3.5ma (37,4 mg) (5,4 mg)
L35 L5+ 122 +L31 L38 L15 (4,2 mg)
(13,4 mg) (2mg) (2mg)

Schéma 10 Purification de la fraction F10.
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fraction C restesoluble alors que l'autre partie cristallise. Lestaux récupérés sont lavés afin
d’obtenir 4,2 mg d'acide rotoiqueL6) pur.

2.10. Etude de la fraction F1XSchéma 11)

La fraction F11 (580 mg) subit dans un premier tempe MPLC Si@ (460 x 15 mm) en
utilisant un gradient de solvans4y a ssi). Cette derniere permet d’obtenir quatre fractions
principales notées, B, C etD.

- La fractionA (123 mg), a la suite d’'une chromatographie ciriceleentrifuge (1 mm) utilisant un
gradient de solvantsgs a s100 conduit a huit fractions aprés rassemblementsaules deux

fractions ( etll) sont étudiées.

F11 (580 mg)

MPLC SiQ,
(460 x 15 mm)
(S47aS51)
S48 S49 S50 S50
y A4 A4 v
A B C D
(123 mg (45,5 mg (56,9 mg (38,3 mg
CCM centrifuge MPLC Polyamide ;
(1 mm) (230 x 15 mm) MPLC Polyamide
(S9¢as100 (S65aS69 (230 x‘15 mm)
v v (S69aS7)
S99 1867 insoluble soluble
(6,9 mg) (49,2 mg)
L1%2 mg)
L295 mg)
v v
I (20,2 mg) I (30,5 mg) MPLC Polyamide
v (230 x 15 mm) v
L15 (6,9mQ) (S6£aS7I) L15(4 mg)
L296 mg)
CCM centrifuge S7
HPLC semi-prep G (1 mm)
(S75) (S101aS103 L15 (7 mg)
L29 (10 mg)
(5.2 mg)
L23 L19
(1,6 mg)  (L,7mM{ ccMm prep.
(S9
L1®,8 mg)

Schéma 11 Purification de la fraction F11.

» Lafractioni (20,2 mg) éluée pav9est traitée par ungPLC semi-préparative {g avecs7s

comme solvant d’élution et conduit a I'obtentiors @®@mposés19 (1,7 mg) et.23 (1,6 mg).
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» La fractionni (30,5 mg) apres une chromatographie circulairgridege (1 mm) et une CCM
préparative (Sig) utilisant le solvans4, conduit au composés (0,8 mg).

- La fractionB (45,5 mg) chomatographiée par une MPLC polyamide ain gradient de solvant
allant dese5a s68 aboutit aux composéss (2 mg) et.29 (5 mg).

- La fractionc (56,9 mg) solubilisée dans le mélange,CH: MeOH (50 : 50) a permis d’isoler le
composéL1s sous forme cristallisée. La partie soluble (sueaad) est soumise ultérieurement a
une MPLC polyamide 569 a s71) qui permet d’obtenir & nouveau le couple d’isomeéres
constitutionnels : acide rotoiqueL$) (7 mg) et acide déguoiquez§) (10 mg).

- La fractionD (38,3 mg) quant a elle, conduit aux compasé&s(4 mg) etL29 (6 mg), apres avoir

subi une MPLC polyamide dans les mémes conditioespgécédemment.

3. Etude succincte de I'extrait hexanique (Schéma)

Comme nous l'avons signalé préecédemment, plusi@oigécules sont isolées de cet extrait
lors d’'une étude antérieure dont les plus impoesein terme de quantité sont de loin : la roténone
(L2), la déguélinel6), la 124-hydroxyroténonel4) et la téphrosine.({8s).

Ces composeés majoritaires qui sont isolés égaleneriextrait benzénique peuvent étre
repérés en CCM par leuRs et leurs absorbances sous UV. C’est particulientheecas du couple
roténone-déguéline et le couple fpzaydroxyroténone-téphrosine. En effet, la fracti@xdmique
montre, sur CCM silice, deux niveaux de produitgomit@ires. Le premier niveau avecRele plus
élevé est constitué de deux isomeres de constitatgavoir : la roténone2) et la déguélineL(s).

Le deuxiéme niveau, dé&; inférieur au premier, est constitué, quant a e la 128-
hydroxyroténonelL4) et de la téphrosine.18).

L’étude de 5,4 g de la fraction hexanique débuteupa MPLC SiQ (460 x 26 mm) avec
comme solvant d’élutionss2 a s55 Ce fractionnement permet d’obtenir aprés regrowgrg, 5
fractions principales, B, C, D etE.

- La fractionA (66,6 mg) est constituée d’'un composé majoritgquie présente une fluorescence
rouge bordeaux sur CCM silice. Pour l'isoler, uieomatographie circulaire centrifuge avec un
gradient de solvant allant d&04 a S106a été nécessaire. Cette chromatographie nous asperm
d’obtenir 2,4 mg de ce composeé identifié comme téaoxicarol (21). Il est accompagné d'un
produit minoritaire que nous identifions au sumlafra?).

- La fractionB (2,35 g) éluée avess3est composée majoritairement du couple roténonaédliég.

La quantité totale de ce couple de composés ddng 8extrait hexanique est estimée a 2,6eg,
qui représente un pourcentage de 46,3 %.

- La fractionc (1,76 g) conduit, aprés une MPLC silice éluée $@a S74 a l'identification des

couples roténoneL?)-déguéline I(16) et 12§-hydroxyroténone L@)-téphrosine ((18) mais aussi
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apres une chromatographie circulaire centrifuge avegradient de solvant allant §e07a 5108 a
la purification de la 12a&hydroxydéguéline,17 (1 mg).

-La fraction D (1,36 g), quant a elle, est majoritairement compogiu couple 1Fa
hydroxyroténonelé)-téphrosine I(18) dont le pourcentage dans les 5,4 g de la fra¢te@nique
est évalué a26%. Les deux couples roténone-déguéline etiAalroxyroténone-téphrosine
constituent donc a eux seuls envimmo de I'extrait hexanique.

- La fractionE (162,2 mg) renferme des composés plus polairedegueouples de référencez{
L16 et L4-L18). La purification de cette fraction est réaliséansl un premier temps par une
chromatographie circulaire centrifuge avec un grmadde solvant allant d&l09a s111puis dans un
deuxieme temps par une HPLC semi-préparatigee€Cen utilisant comme solvant le mélargye
Cette HPLC semi-préparative permet d'isoler un ngdale deux produit® etL7 (2,8 mg).

Extrait hexanique

(5.4 9)
MPLC SiG,
(460 x 26 mm)
(S52a55)
1853 l S53 S53 S54 S54
A 4 y
A B C D E
(66,6 mg) (2,35 9) (1,76 g) (1,36 9) (162,2 mg)
MPLC SiOQ,
CCM centrifuge (460 x 15 mm) CCM centrifuge
(1 mm) (S72aS74 (1 mm)
(510425106 (510925119
L2 +L16 L4 +1L18 S110
S73 (1,4 9)
(156 mg) (9 mqg)
CCM centrifuge
(2 mm)
(S1072S109
HPLC semi-prép. G
: (S76)
v
L21 + L37
(2,4 mg)
v v y

L17(1 mg) L2 +L16

L4

+L18

Schéma 12 Purification de I'extrait hexanique.
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IIl. ANALYSE STRUCTURALE DES COMPOSES ISOLES

Elle concerne 38 molécules au total parmi lesqadle sont complétement identifiées. Les
trois restantes, sont en cours d'analyse ; ellas lfobjet du dernier paragraphe (traces) de ce
chapitre.

Les 35 molécules isolées et identifiées a I'hewtredle sont présentées dans l'ordre
biogénétique conforme a la réalité :
- stade chalcone (1 composé),
- stade isoflavonoide (32 composés),
pour des polyphénols issus de voies biogénétigumestases. Les deux molécules restantes sont
regroupées dans l'avant dernier paragraphe (divErs)outre, le groupe isoflavonoide, le plus
important dans cette espéce est présenté suctioisnes ordonnées selon les précurseurs roténone
(L2) déguéline I(16) et acide rot-2'-énonique30) ; il s'achéve par les deux seuls métabolites non

prénylés ici, les ptérocarpanes.

CHALCONE

ISOFLAVONOIDES
Roténoides

R Ry R Ry Rs Rq R
L2 H BH L16 H BH H CHs L30 H
L3 H aOH L17 H oOH H CH L31 OH
L4 H BOH L18 H BOH H CH
L5 BOH PBOH L19 H BH H CH,OH
L20 BOH  PBH H CHy
121 H BH OH CHs
22 BOH PBOH H CHs
L23 H BOH H CH,OH
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L12 L26
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13-Homo-13-oxa-didéhydroroténoides

0 o

l12a

OCHs

O

13
(0]

OCHs OCHy
L13 L27
Coumaronochromones

L14 L28

Seco-roténoides

L15 L29

L32 L33
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DIVERS

HsCO o ‘ ‘
X oy e
13 1
HaCO o HO

L34 L35

TRACES

R R
L36 OH H L38
L37 H OH

Tous ces produits naturels sont principalementtifiés sur la base de leurs spectres de RNt

13C complétés, si nécessaire, par leurs caractérstigV-visible, SM etd]p.

1. CHALCONE

Accompagné des métabolites minewssL13, L27 etL34 dans la fraction F6 (340 mg) issue
de la MPLC préparative sur colonne diol de l'exttz@nzénique deé.. nicou (Schéma 6), le
composéLl présente sur gel de silice un comportement chragnaphique similaire a celui des
12f43-hydroxyroténoides L4 et L18. Neéanmoins, il fait partie d'un nombre Ilimité de

phytoconstituants autres que les roténoides erapigs dans cette espece.

De formule brute gH»¢Os, il est caractérisé par une coloration jaune ué d une absorption UV-
visible intense aveon 387 nm témoignant d'une conjugaison étendue danwlécule, en accord
avec le nombre d'insaturations égal a 12. En ol#repmbinaison d'un singulet®d13,48 ppm en
RMN *H (CDCL) et d'un signal’C pour un C quaternaire33191,8 ppm (Tableau 8) implique un
hydroxyle chélaté a un carbonyle cétonique d'umecsitre partielleortho-hydroxybenzoyle
[HARBORNE et al.,, 1975] également substituéegara du CO. En effet, les 3H de ce noyau sont
enregistrés & 7,83 ppm,d (J=9,3 Hz),d 6,43 ppm,d él. J=9,3 Hz) etd 6,42 ppm,s él.,
correspondant aux trois signaux de C tertiairdsladl,9, 107,7 et 103,8 ppm. Les deux positions
(5 6,43 et 6,42 ppm § 107,7 et 103,8 ppm) sont blindées parce que sitdéepart et d'autre du

substituant supplémentaire d'effet (+M) auquelsebent conjuguées. Des deux possibilités de
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substitution par OHY 7,84 ppms €l.) ou OCH (& 3,93 ppm » 56,4 ppm), la premiére est retenue
suite au comportement similaire a celui observé moton et carbone pour la 2,4-
dihydroxyacétophénone 6,45 et 6,43 ppmg 108,1 et 104,2 ppm). Néanmoins, cette partie de la
molécule ne peut étre responsable de I'absorpt@8i7anm mais seulement de celle a 298 nm. En
conséquence, le seul carbonyle de cette moléclteédalement participer & un autre systeme
conjugué, plus étendu que le précédent, du typeanioylepara-oxygéné [MABRYet al, 1970].

Ce résultat est conforté par la poursuite de Kesgadles spectres de RMN qui permettent clairement

Tableau 8: RMN *H (400 MHz) et*3C (100 MHz) de la chalcorlel [5ppm ¢ Hz) ; CDCH].

H/C 3¢ H HMBC

1 127,2

2 120,2 6,9 él.(1,7) C-4, C-6, C-4"
3 121,9

4 145,0

5 148,5

6 112,1 7,08 él.(1,7) C-2,C-4,C-5
7 144,8 7,8@ él.(15,4) C-2, C-6, C-9
8 117,7 7,40 (15,4) C-1,C-9

9 191,8

1 114,5

2 166,4

3 103,8 6,42 él. C-1', C-2’, C-5’
4 162,6

5 107,7 6,43 él.(9,3) C-1', C-2’, C-3’
6 131,9 7,83 él1.(9,3) C-2', C-4’, C-9
4" 121,7 6,34 (9,8) C-2, C-3, C-4, C-6"
5" 131,5 5,69 (9,8) C-2, C-3, C-6"
6" 77,6

6"-CH, 28,2 1,55 C-5", C-6"
5-OCH; 56,4 3,93 C-5

2'-OH 13,48s C-1', C-2', C-3'
4'-OH 7,84s él.

I'identification de trois structures partiellestsoin enchainememtans-éthylénique 1,2-disubstitué,

un enchainememis-éthylénique 1,2-disubstitué et un noyau aromatig@et,5-tétrasubstitué.

L'enchainementrans éthylénique J=15,4 Hz) est directement relié au carbonyle saitelélindage

net © 7,80 ppm d él.; d 144,8 ppm) de la positigd-conjuguée. Parallelement, I'élargissement de

raies de ce proton, généré par un couplage lonigtende avec deux H aromatiquastacouplés

[d 7,05 ppmd él. 0=1,7 Hz) etd 6,97 ppmd él. J=1,7 Hz)], fixe le noyau aromatique en cette



position pour conduire a une chalcone. Finalemkenchainementis-éthylénique §=9,8 Hz)
restant doit faire partie d'une unité &colée au noyau sous formegdandiméthylpyrane, courant
dans cette espéce et caractérisé par trois sighh(6,34, 5,69 et 1,51 ppm) et quatre sign&ix
(6131,5, 121,7, 77,6 et 28,2 ppm). Suite au blindagelltané de deux C quaternai@substitués

a d 148,5 et 145,0 ppm, lI'oxygene hétérocyclique doduper la position située gmara de celle
substituée par I'enchainemetnans-éthylénique et erortho du substituant méthoxyle restant.
Confirmation de ce résultat est obtenue par letspéétéronucléaire HMBC qui permet en outre de
lever l'ambiguité sur l'attribution de valeurs dépldcement chimique aux C quaternaif@s
substitués entrd 166,4 et 162,6 ppm pour le noyau Adet48,5 et 145,0 ppm pour le noyau B. De
facon inattendue, il apparait sur chaque cycleinversion ded entre la position située grara du

groupement attracteur (généralement la plus déidinet l'autre (Tableau 8).

En conséquence, le composé est identifie a la 2',4'-dihydroxy-5-méthoxy-2"@méthyl-
pyrano(5",6":3,4)chalcone, un produit naturelveau pour lequel nous proposons la dénomination
nicouchalcone. Contrairement a la prénylation dyanoB de ce métabolite, les seize chalcones
répertoriées dans le genrenchocarpussont caractérisées exclusivement par une prénylahio

noyau A (cf. Travaux antérieurs).

2. ISOFLAVONOIDES
A l'exception de deux ptérocarpanes non prényssisioflavonoides isolés de cette espéce

sont tous des roténoides et apparentés, prénysgsdmble est réparti dans six groupes distincts :
- roténoides (18 composés),

- didéhydroroténoides (6 composés),

- 13-homae13-oxa-didéhydroroténoides (2 composes),

- coumaronochromones (2 composes),

- secoroténoides (2 composés),

- ptérocarpanes (2 composeés).

2.1.Roténoides

Constituant le groupe majeur des polyphénols die @spéce (18 composés), ils dérivent
des trois roténoides parents roténong),(déguéline 1(16) et acide rot-2'-énoniqueL3D). De
polarités diverses, ils se répartissent en deunpg® equivalents de huit membres pour la roténone
et la déguéline et un groupe de deux membres seuatguour le dernier. Connus de longue date, les
trois roténoides parents sont utilisés ici comniére@ices dans I'étude de tous les autres métabolite
de ce groupe [GEOFFROY, 1895 ; CLARK, 1931; CROMRiEal, 1979]. En conséquence,

I'analyse est divisée en deux parties relativesai@noides parents puis a celle de leurs dérivés.
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2.1.1.Roténoides parents

Contrairement a la roténonezf et a la déguélineL{6) constituants majeurs des extraits
hexanique et benzénique de nicoy l'acide rot-2'-énoniqueLo) est un métabolite mineur
exclusivement rencontré dans l'extrait benzéniduzeprésence d'un hydroxyle phénolique libre
(HO-9) confere a ce dernier un caractere plus mldiaction F8 de la colonne diol) que celui des

deux autres isomeres constitutionnels de comporteaneomatographique similaire (fraction F3).

Ces trois composeés présentent une structure com@gHg;,Os constituée des cycles A, B,
C et D (squelette roténoide) et se distinguentg8tC-prénylation du cycle D sous forme cyclisée
CsHs ou linéaire GHio. En RMN'H et **C (Tableau 9), ces deux parties sont caractérjssedes
signaux particuliers® figure, J). Elles sont exposées ci-dessus, accompagnédsasiement des
deux types de noyaux dans l'ordre décroissant wbs@t attendu) de déplacement chimique.
L'ensemble de ces données constitue une base fentkm pour l'identification des métabolites
mineurs dérivant de chacun de ces trois produitséfirence en permettant de localiser toute

modification structurale affectant I'une et/outfaude leurs structures partielles.

Structure commune(squelette roténoide)

GigH1406
Gig = 13C sp (5>100 ppm) + 5C sh(3<100 ppm)
Hi4 = 4H arom. §>5 ppm) + 10H aliph.d<5 ppm)

OCH;

OCHj

13,
C
18 signaux pour 18C (13C%p 5C sp)

13C sp (5>100 ppm) = 9C + 4CH {
ACH 3C-11>3C-1>3C-10>0C-4

5C sg (<100 ppm) = 2CH + 1Ck# 2CH; : 5C-6a38C-6>8CH;0-2~5CH,0-3>5C-12a

9C BC-12>>0C-9>0C-7a>dC-3>0C-4adC-2>>0C-11adC-8>0C-1a

H

10 signaux pour 14H (4H arom. + 10H aliph.)

4H arom. §>5 ppm) :5H-11>>0H-1>6H-10>0H-4

10H aliph. <5 ppm) :0H-6a>0H-60>0H-63>>dH-12a0CH;0-3>0CH;0-2
cycles B/C cis-jonction gH-6g3,H-6a = 3,1Hz ;JH-683,H-63 < 1Hz)

8-C-prénylation cyclisée

GHs
G = 2C sp (5>100 ppm) + 3Csp(d<100 ppm)
Hs = 2H éthylén. §>5 ppm) + 6H aliph.&<5 ppm)
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lSC

5 signaux pour 5C (2C $p 3C sp)

2C sp (5>100 ppm) = 1C + 1Ckt 5C-6">>0C-7"

3C sp (5<100 ppm) = 1CH + 1CkH 1CH; : 3C-5">>5C-4'>>3C-8'
H

6 signaux pour 8H (2H éthylen. + 6H aliph.)

2H éthylén. §=5 ppm) :8H-7'a> 5ppm 3H-7'b

6H aliph. <5 ppm) :0H-5'>>0H-4'a>0H-4'b>0H-8")

GHs
G = 2C sp (5>100 ppm) + 3Csp(d<100 ppm)
Hs = 2H éthylén. §>5 ppm) + 6H aliph.&<5 ppm)

lSC

5 signaux pour 5C (2C $p 3C sp)

2C sp (5>100 ppm) = 2CH 3C-5'>5C-4'

3C sp (<100 ppm) = 1C + 2Ckt 3C-6">>5C-7=3C-8'
H

4 signaux pour 8H (2H éthylen. + 6H aliph.)

2H éthylen. §>5 ppm) :8H-4">0H-5'

6H aliph. <5 ppm) :0H-7'=0H-8'

8-C-prénylation linéaire
GH1o

G = 2C sp (5>100 ppm) + 3C sh(3<100 ppm)
Hio =1 OH + 1H éthylen.3&5 ppm) + 8H aliph.d<5 ppm)

HO

13
C
5 signaux pour 5C (2C $p 3C sp)
2C sp (5>100 ppm) = 1C +1CH3C-3">5C-2"
3C sp (3<100 ppm) = 1Chi+ 2CH; : 8C-1">3C-5">3C-4'
H
5 signaux pour 10H (1 OH + 1H éthylén. + 8H aliph.)
1 OH + 1H éthylen.&5 ppm) :d3HO-9>0H-2'
8H aliph. <5 ppm) :0H-1">0H-4'=3H-5'
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Tableau 9: RMN 'H (400 MHz) ef*C (100 MHz) des roténoides parehs L16 et L30 [5ppm { Hz) ; CDCH].

L2 L16 L30
HIC ®c H HIC BC H HIC ¥C H
la 104,8 la 104,8 la 104,7
1 110,4 6,75 él. 1 110,4 6,78 él. 1 110,4 6,73 él.
2 143,9 2 143,9 2 143,6
3 149,5 3 149,5 3 149,3
4 100,9 6,45 4 101,0 6,45 4 100,8 6,45
4a 147,4 4a 147,4 4a 147.,6
6a 66,3 4,6dd (3,1 12,0) & 66,3 4,641d (3,1 ; 12,0) & 66,3 4,62dd (3,0 ; 12,0)
6 4,18d él.(12,0) & 4,18d él.(12,0) &3 4,18d él.(12,0)
6a 72,2 4,92 6a 72,4 4,9eh 6a 72,1 4,9
7a 158,0 7a 157,0 7a 162,2
8 113,0 8 109,0 8 112,6
9 167,4 9 160,1 9 160,1
10 104,9 6,50 (8,6) 10 111,5 6,48 él.(8,7) 10 110,8 6,50 (8,5)
11 130,0 7,841 (8,6) 11 128,6 7,76(8,7) 11 127,0 7,7@(8,5)
1la 1134 1la  112,8 1la 1147
12 189,0 12 189,2 12 188,9
12a 44,6 3,84 él.(4,0) 12a 44,4 3,841€1.(4,0) 12a 44,2 3,8%5(4,0)
4 31,3 3,321d (9,8 ; 15,8) 4 115,8 6,6561.(10,1) 1 22,1 3,3 (7,0)
2,95dd (8,2 ; 15,8)
5' 87,9 5,24 6. (9,0) 5' 128,7 5,561 (10,1) 2' 121,1 5,26€l. (7,0)
6' 143,0 6' 77,7 3 134,3
7 112,6 5,0% él. 7 28,2 1,3% 4 17,8 1,72s él
4,93s él.
8 17,2 1,7% él. 8 28,5 1,45 5 25,8 1,85 él.
2-OCH; 56,3 3,758 2-OCH 56,3 3,75 2-OCH; 56,2 3,758
3-OCH; 55,9 3,85 3-OCH 55,9 3,85 3-OCH; 55,8 3,8%
9-OH 6,15 él.

L16

L30




2.1.2.Roténoides substitués

Au nombre de quinze, les roténoides substitué®gsdeL. nicou se divisent en deux
groupes de sept dérivés chacun, de la roténae=t de la déguéline.16) et d'un seul dérivé de
l'acide rot-2'-énoniqueLg0). A I'exception de deux composéss (et L8) tous les autres sont
hydroxylés. Certains sont exclusivement monohydés<y 3, L4, L17-L21 et L31), d'autres sont
dihydroxylés (5, L22 et L23), d'autres enfin combinent I'hydroxylation a unedification

supplémentaire du type époxydatiarr)(ou coupure oxydative associée a une déshydrdgénat

(L9).

2.1.2.1. Dérivés de la roténone

Les sept dérivés de la roténone (Tableaux 10 etrddyltent de l'oxydation d'une (ou
plusieurs) position(s) du squelette roténoide (C-B2a) et/ou de celui du substituant prénylé (C-4',
C-5', C-6"). La position 12a semble la plus réacface a I'hydroxylation puisqu'elle concerne cing
COMpOSEs sur seat3tLs, L7 etL9) a l'inverse de la position 6 qui ne concernemgeul composeé
(L5), des positions 6' et 7' pour deux composés(L7) et des positions 4', 5', 6' et 7' pour deux
autres d'entre euxq etL9). Pour plus de clarté dans I'analyse de ces miétshal faut distinguer
six types de modifications structurales affectamtréténone et parmi lesquelles une seule est
exclusive (12a-hydroxylation), deux sont, soit exclusives ou soimbinées a d'autre(s)
substitution(s) (13&hydroxylation et 6',7'-époxydation) ou seulemeombinées a d'autre(s)
transformation(s) dans la méme moléculB-k§droxylation, 6'-oxydation et 4',5-déshydrogéna-
tion). Sur la base du nombre de métabolites coBsefh composés sur 7) et de leur concentration
relative, la 12a-hydroxylation se détache de toes &utres types de modifications lesquels
apparaissent, de ce fait, accessoires dans ceggrBapconséquence, les sept composes isolés sont
décrits dans l'ordre 12a-hydroxylation3,6283-dihydroxylation, 6',7'-époxydation et finalement

combinaison 6'-oxydation et 4',5'-déshydrogénation.

12a-Hydroxylation

Associée a la conservation ou a l'inversion defetjon des cycles B/C, elle représente la
principale modification structurale ayant lieu dersquelette roténoide. Cetf@substitution est
signalée en RMNH et'3C (Tableaux 9 et 10) par la double transformatierH€-12a § 3,84 ppm
et o 44,6 ppm) en C quaternai@lié (69 ppm >6> 66 ppm) et HO-12a (4,50 ppm&> 2,90
ppm). La rétentiongfs) ou l'inversion {fans) de la jonction 6a,12a de la roténone est siméitent
déduite des couplages de H3Gavec les deux protons geminés H-6 et des déplaxterokimiques
de HO-12a et de H-1 (Tableau 12). Dans le cas dis-jJanction (128-OH), les couplages de H-6a

avec les H méthyléniques sont identiques & qaésents dans la roténone @2, HO-12a

86



L8

Tableau 10: RMN 'H (400 MHz) ef*C (100 MHz) des hydroxyroténoide8-L5, L7 etL9 [5ppm ( Hz) ; CDCH].

L3 L4 L5 L7 L9
H/C B¢ H HIC H HIC Bc H HIC BC H HIC H
la 109,8 la 108,7 la 107,8 la 108,7 la 108,0
1 112,7 7,8k 1 109,3 6,55 1 109,0 6,56 1 109,3 6,53 1 109,1 6,52
2 143,7 2 144,0 2 1442 2 144,0 2 144,2
3 151,1 3 151,1 3 151,7 3 151,1 3 151,4
4 100,4 6,4k 4 101,1 6,48 4 102,0 6,48 4 101,1 6,48 4 101,2 649
4a 149,5 4a 148,4 4a 148,5 4a 148,4 4a 1485
6a 61,7 4,48d(10,0;11,3) & 63,8 4,60d(2,4;115) & 91,8 5,7d@ (2,4) & 63,8 4,74d(2,3:128) & 63,7  4,6@d(2,2;12,5)
68 4,38dd(4,5;10,00 B 4.,48d él.(11,5) 5 4,491 é1.(12,8) B 4,57 é1.(12,5)
6a 76,6 4,66d(4,5;11,3) 6a 76,0 4,58 6a 751  4,74(2,4) 6a 76,1  4581.(2,3) 6a 76,9  4,d%l.(2,2)
7a 156,8 7a 157,7 7a 157,2 7a 157,6 7a  157,1
8 114,2 8 113,2 8 113,3 8 111% 8 117,5
9 167,0 9 168,0 9 168,3 9 167,8 9 160,8
10 1055 6,64 (8,6) 10 105,3  6,53(8,6) 10 105,8  6,878,5) 10 1053  6(8,6) 10 107,6  4cRél.(8,9)
11 131,1 7,87 (8,6) 11 130,1  7,828.6) 11 130,2  7,848.,5) 11 130,2  7(8(8.,6) 11 1275  Bd)(8,9)
1la 112,8 11a 111,7 11a 111,4 11a 1126 11a 112,5
12 187,3 12 191,1 12 189, 12 191,1 21 191,8
12a 66,2 12a 67,6 12a 68,6 12a 67,6 12a 67,8
4 31,3 3,34d(9,8;15.8) 4 31,1 3,26(9,8;158) 4 31,0 3,86(9,8;159) 4 28,6  3@5(10,0;159) 4 1111 7,83l
3,01dd (8,2 ; 15,8) 2,98d(8,2 ; 15,8) 2,96d(8,4 ; 15,9) 3,00d(7,6 ; 15,9)
5 87,9 5,326l.(9,0) 5' 88,0 5,2%l.(9,0) 5 88,1 5,266l.(9,1) 5 86,2 4d6(7,6:;10,0) 5 152,9
6' 142,9 6' 142,9 6' 142,7 6' 57,6 "6 187,5
7 112,8 5,11s él. 7 112,7 5,08 él. 7 1129 5,0%él. 7 51,1  2,954l.(4,8) 7 26,4 2,558
4,965 él. 4,93s él. 4,955 él. 2,68d (4,8)
8 171 1,7%él. g 17,1 1,766l. 8 171 1,766l 8 16,8 1,33l
2-OCH, 56,4 3,96 2-OCH 56,4 3,73 2-OCH 56,4 3,73 2-OCH 56,4 3,73 2-OCHl 56,4 3,78
3-OCH; 55,8 3,83 3-OCH 55,9 3,82 3-OCH 559 3,8% 3-OCH 559 3,82 3-OCKl 559 3,88
6-OH 5,58 él.
12a-OH 2,92 él. 12a-OH 4,46 él. 12a-OH 4,48 él. 12a-OH 4,408, 12a-OH 4,496,

#Valeurs interchangeables.
.




Tableau 11: RMN *H (400 MHz) et**C (100 MHz) des composés$ etL8, [dppm ( Hz) ; CDCH].

L6 L8
HIC ®c H HIC “C H
la 104,0 la 104,0
1 110,4 6,76 él. 1 110,2 6,73 él.
2 143,9 2 144,1
3 149,5 3 149,8
4 100,9 6,4% 4 101,1 6,4%
4a 147,4 4a 147,5
6a 66,3 4,62d(3,0;12,1) & 66,0 4,74d(3,1;12,2)
68 4,19d él.(12,1) &3 4,27d él.(12,1)
6a 72,3 4,94 61.(3,2) 6a 73,3 5,186él.(3,2)
7a 157,9 7a 157,3
8 112,6 8 117,5
9 166,9 9 160,5
10 105,0 6,521 (8,6) 10 107,2 7,2dd (0,6 ; 8,9)
11 130,1 7,841 (8,6) 11 127,8 8,08(8,9)
1la  113,6 1la  114,0
12 188,9 12 189,3
12a 446 3,88 él.(4,1). 12a 446 3,96 él.(4,1)
4 31,9 3,18ld(9,8;15,7) 4 111,3 7,6%(0,6)
3,01dd (8,0 ; 15,7)
5 86,5 4,8@d(8,0;9,7) 5 152,8
6' 56,5 6' 187,5
7 52,0 2,79 él.(4,5) 8 26,4 2,58
2,72d (4,5)
8' 16,9 1,43
2-OCH; 56,5 3,76 2-OCH 56,5 3,76
3-OCH; 55,9 3,81 3-OCH 55,9 3,86

apparait & 4,46 ppm et H-1, malgré un blindage de -0,22 pguail $¢emble inattendu a priori mais
qui devient conforme a la realité apres utilisatttumn modele) est néanmoins enregisti @55
ppm, dans le voisinage de son homologue danséaant § 6,77 ppm). A l'inverse, dans le cas de
la transjonction (12a&-OH), les couplages mentionnés sont nettement glegés suite a la
modification des angles diédres entre H-Gd les H-6 ; cette transformation est accompagnée
également du blindage net de HO-12a2392 ppm et du déblindage net de H-4 381 ppm. Les
deux variations opposeées deesultant de l'inversion de la jonction sont dadsrientation relative

de H-1 et de HO-12a par rapport au cone d'anisietrdp carbonyle, les liaisons C(12a)-OH et
0O(12a)-H occupant un plan quasiment orthogonall@ de noyau A. En résumé, lorsque H-1 est

blindé, HO-128 est déblindédis-jonction) et vice-versa.
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Tableau 12: Différenciation par RMN des deux types de 12arbyglation @ et) et de jonction B/Cdis ettrans)®

L2 L3 L4
H/C 3% 3H 3% 3H 3% S
1 110,4 6,77 112,7 7,81 09,8 6,55
12a 44,6 3,84 66,2 67,6
12a0-OH 2,92
1243-OH 4,46
Jonction B/C JH-6a,H68  JH-6B,H6B JH-60,H688  JH-6B,H6B JH-6a, H683  JH-6PB,H6B
cis-6a,12a 3,1 <1 2,4 1<
trans6a,12a 11,3 45

% ppm et Hz (CDCE).

OCHg

L2 L3 L4
roténone Traydroxyroténone 1Rdydroxyroténone

En conséquence, le compaseest identifié a la 12ahydroxyroténone [DELFEL et TALLENT,
1969 ; MALAGALHAES et al, 1996] et le composd4 a la 128-hydroxyroténone
[OBERHOLZERet al, 1974 ; BRAZet al, 1975 ; BUSHWAYet al,1975].

6,12g3-Dihydroxylation

Contrairement a la déguéline1¢) pour laquelle la @-hydroxylation se manifeste a la fois
sous la forme exclusive et sous la forme combilz@mténonel(2) semble, de maniére inattendue,
ne répondre qu'a la seconde possibilite, en asgamiec la 123-hydroxylation, la substitution la
plus courante dans cette espece. Le passage dadbahyldroxyroténone @) a la @,1283-
dihydroxyroténone L&) est signalé sans ambiguité en RMIC (Tableaux 10 et 13) par la
transformation d'un carbone secondaire monooxyd@@ig6 (d 63,8 ppm) en carbone tertiaire
inclus dans un®-liaison supplémentaired(91,8 ppm), les autres positions demeurant inchesge
En RMN 'H, les 2H géminésJE11,5 Hz) méthyléniquesd (4,60 ppm etd 4,48 ppm) sont
remplacés par 1H du méthine dioxygere5(77 ppm,d, J=2,4 Hz) et celui d'un groupement
hydroxyle supplémentaire (5,50 ppm£l). En outre, la détermination de l'orientatidhr®H est
déduite de la rétention dtans-couplage §=2,4 Hz) entre H-ga et H-6x. De ce fait le composé
est identifié & la g312¢83-dihydroxyroténone, un produit naturel nouveau oome a la formule
brute G3H»,Og précisée par la mesure haute résolution en ESNi& Bm/z449 (obs. 449,1229 ;
calc. 449,1212).
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Tableau 13: Caractérisation par RMN de I8,8283-dihydroxylatiorf.

L4 L5
H/C d3c 3 dc 3

6 63,8 91,8

60-H 4,60 5,77
6p-H 4,48

6a 76,0 4,58 75,1 4,74
12a 67,6 68,6

6p-OH 5,50
12e3-OH 4,46 4,40
JH-60,H6P 2,4 2,4
JH-6B,H6B <1

% ppm et) Hz (CDC}).

L4
12f-hydroxyroténone

6’,7’-Epoxydation

L5

OCHs

BeL2g3-dihydroxyroténone

Ce type de modification, apparemment mineur, neceore que deux composés sur sept

dérivant de la roténone2), la 6’,7'-époxyroténoneL§) et la 6',7’-époxy-12@-hydroxyroténone

(L7). Comparativement & la roténone, la 6’,7’-époximatians.6 se manifeste en RMNC par la
disparition de 2 C $pl'un secondaire CH7’ (3 112,6 ppm) et l'autre quaternaire C-& 143,0
ppm) au profit de 2 C &p0-liés de déblindage limité, GH’ (5 52,0 ppm) et C-6'g 56,5 ppm)

caractéristiques d’un noyau oxiranne substitué [€ab14). Parallélement, en RMN, les deux H

Tableau 14: Caractérisation par RMN de la 6',7'-époxyddtion

L2 L6 L7
H/C dc 5H d3c 5H dc 5'H
6 143,0 56,5 57,6
7 112,6 52,0 51,1
7'a 5,07 2,79 2,95
7b 4,93 2,72 2,68
8' 17,2 1,77 16,9 1,43 16,8 1,38

°6 ppm (CDC}).

7 6"
:<ﬁ )
° ol ~
(6]

L2
roténone

OCHg

L7
6',7'-ép@3e3-hydroxyroténone



meéthyléniques non équivalents §,03 ppm e 4,93 ppm) sont remplacés par deux autres noyaux
géminés J=4,5 Hz) nettement plus blindés 2,79 ppm ebd 2,72 ppm). Ce type de transformation
est retrouvé, combiné a la J2hydroxylation dans.7. En conclusion, ces deux produits naturels
nouveaux sont identifiés respectivement a la 6pdxyroténonel6) et a la 6',7'-époxy-1Ba
hydroxyroténonel(7) en accord avec leurs formules brutes détermipaesnesure de masse haute

résolution de MNaen ES (6 : obs. 417,0974 ; calc. 417,0950 L&t : obs. 449,1232 ; calc.
449,1212).

Combinaison 6’-oxydation et 4’,5’-déshydrogénation

Deux composés,8 etL9, sur sept dérivés de la roténomne)(sont le résultat d’'une double
transformation de la chaine cyclisée par coupussgatkve en position 6’ et déshydrogénation en
4' 5'dans un ordre qui demeure indéfini. En RMTC, le passage de la roténone & la&-6'-
oxoroténonel) se traduit par I'amputation de GH’ (6 112,6 ppm), le déblindage conséquent de
C-6" qui passe dé 143,0 ppm & 187,5 ppm, I'impliquant de ce fait dans u@alouble liaison
pour le transformer en carbonyle cétonique relaiet blindé don@-conjugué a la liaisomen 4’
issue de I'étape de déshydrogénation (TableauEHsctivement les 2 C endocycliques CH4’
(531,3 ppm) et CH-5'§ 87,9 ppm) de la roténone sont remplacés par ZCldpd’ (5 111,3 ppm)
et C-5' © 152,8 ppm) dans le dérivé. En RMN*H, sur les 8 H d’origine de la chaine prénylée ne

Tableau 15: Caractérisation par RMN de la 6'-oxydation combiaée 4',5'-déshydrogénatfon

L2 L8 L9

H/C dBc S5 dC 5 dBc 3

8 113,0 117,5 117,5

9 167,4 160,5 160,8

12 189,0 189,3 191,8

4 31,3 111,3 7,65 111,1 7,63
43 3,32

4'b 2,95

5 87,9 5,24 152,8 152,9

6' 143,0 187,5 187,5

7 112,6 26,4 2,58 26,4 2,57
7'a 5,07

7'b 4,93

8' 17,2 1,77

% ppm (CDC}).

OCH;g OCHjg
L2 L8 L9

roténone B6r-6'-oxo-4',5'-didéhydroroténone nét-6'-oxo-4',5'-didéhy-
dro-12@-hydroxyroténone
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sont conserveés que quatre d’entre eux, soit lepgnoent CH (6 2,58 ppm) et H-4’ porté par un C
spf (3 7,65 ppm), 'ensemble étant déblindé & présentepaarbonyle. Ces résultats étant acquis, il
convient de s'interroger sur les déplacements chigs'H et**C contradictoires de CH-4'&7,65
ppm etd 111,3 ppm respectivement pour une position quibéerd priori non conjuguée a un
doublet n mais qui se trouve sur le trajet des dsistemes conjugués compétitifs les plus étendus
n-TeTeTTincluant le carbonyle exocyclique et le doublet@& ou celui de O-9. En réalité, compte
tenu de sa situation intrafuranique, O-9 a la fog® d'éviter la compétition avec O-7 en
partageant son doublet n dans I'autre directiort &4’ et s’opposant de ce fait a la conjugaison de
O-7 avec le carbonyle et a I'effet exercé par ecelwsur la liaisontt en 4'. En conséquence, le
blindage netd 111,3 ppm) de C-4’ est justifié par I'effet (+Mg -9 prioritaire sur I'effet (-M) du
carbonyle. Ce mouvement électronique privilégiésgupoursuit jusqu’a C-9 pour s’orienter ensuite
vers le carbonyle endocyclique semble étreficoé par le blindage de C-8 (60,5 ppm) et le
déblindage de C-8(117,5 ppm) pouts a la place de 167,4 ppm et 113,0 ppm respectivemen
pour la roténone alors que C-12 demeure, commadatteinchangé. Dans ces conditions, le
déblindage inattendu de H-8 7,65 ppm) doit avoir une origine différente ddeélvoquée pour le
carbone qui le porte. L’examen rapide d’'un modé&ermet de localiser cet hydrogene dans le céne
d’anisotropie de déblindage du carbonyle réduisandi le blindage occasionné par la conjugaison
de O-9. Ce produit naturel nouveau est défini contar&-nor-6'-oxo-4',5'-didéhydroroténone dont
la formule brute gH1g0; est déduite de la mesure haute résolution en B®deMNa * m/z417
(obs. 417,0974 ; calc. 417,0950).

A quelques variantes pres, relatives a lg3i2gdroxylation, le composé& partage la méme
structure partielle queLs. Il est donc identifié a la @ier-6'-oxo-4',5"-didéhydro-17a
hydroxyroténone dont le spectre de masse ES exylida” a m/z 433 (obs. 433,1280 ; calc.
433,1263) conformément a la formule brutgHzsOs de ce métabolite rare, puisque décrit une
seule fois auparavant dans l'extrait commercial éCrdsin delL. utilis et L. urucu [FANG et
CASIDA, 1999].

2.1.2.2. Dérivés de la déguéline

Contrairement a une plus grande diversité de toamsftion de la roténone, la déguéline
(L16) semble, dans cette série, se limiter a I'hydratigh sur les mémes positions (12a et 6) que
son isomeére mais également sur deux autres (1) gtiivsemblent la distinguer. Les sept dérivés
L17-L23 (Tableaux 16 et 17) sont soit monohydroxyl€sr{21) soit dihydroxylés (22 et123). lls
sont traités ici dans l'ordre 12a-, 6-, 11- et ydtoxylation puis 6,12a- et 12a,7’-dihydroxylation.
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Tableau 16: RMN *H (400 MHz) et**C (100 MHz) des hydroxyroténoides7-L21 [dppm ( Hz) ; CDCH].

L17 L18 L19 L20 L21
H/C B H H/C Bc H HIC Bc H H/C Bc H HC Yc M
la 109,7 la 108,6 la 104,6 la 105,0 la 104,5
1 1126 7,83 1 109,4 6,56 1 110,4  6,786l. 1 110,1  6,894l. 1 110,3  6,874l.
2 143,8 2 144,0 2 143,9 2 1442 2 144,0
3 151,1 3 151,1 3 149,5 3 149,6 3 149,7
4 100,4 6,43 4 101,1 6,48 4 101,1 6,46 4 101,5 6,48 4 101,1 6,46
4a 149,5 4a 148,4 4a 147,5 4a 144,3 4a 147,3
6a 61,7 45md(9,8;11,3) & 63,9 468d(24;121) & 66,3 4,68d(3,1;12,1) & 90,1 5,84(2,6) Gr 66,0 4,68d(3,1;12,1)
643 4,41dd(4,5;9,8) B 4,49d él.(12,1) B 4,19 él.(12,1) B6 4,18 é1.(12,1)
6a 76,8 4,68d(4,5;11,3) 6a 76,3 4,67 6a 725 4,92d(0,8;3,1;4,00 6a 73,3  4®l(26;3,8) 6a 71,9  488.(3,1)
7a 155,7 7a 156,7 7a 157,0 7a 156,3 7a 156,0
8 109,0 8 109,1 8 109,0 8 109,0 8 101,8
9 159,7 9 160,8 9 159,6 9 160,0 9 164,6
10 1122 6,54 6l.(8,7) 10 111,9 6,4761.(8,7) 10 1112  6,4%1.(8,7) 10 111,6  6,4641.(8,7) 10 97,8 586
11 1296 7,79 (8,7) 11 128,6  7,75(8,7) 11 1289  7,d78.,7) 11 1286  7,868.,7) 11 162,9
1la 113,6 11a 1111 11a 1131 1la 113,6 1la 101,2
12 187,4 12 191,4 12 289, 12 188,9 12 1943
12a 66,1 12a 67,4 12a 44,4 3,8% él.(4,0) 12a 40,4  3,821.(3,8) 12a 436 38%l.(4,1)
4 1154 6,65 é1.(10,1) 4 1154  6,6Dél.(10,1) 4 1184  6,8%1.(10,2) 4 1156  6,89l.(10,0) 4 1155  6,8410,1)
5 129,3 5,621 (10,1) 5 128,8  5,56(10,1) 5 124,9 5,58 (10,2) 5 128,8 5,8510,0) 5 1264 5d710,1)
6' 77,8 6' 77,8 6' ,B0 6' 77,7 "6 78,4
7 285 1,4% 7 28,3 1,39 7 69,1 3,66 7 28,2 1,38 7 28,4 1,44
8 28,1 14% 8 285 1,48 8' 230 183 8 285 1,45 8 286 1%
2-OCH, 56,4 3,9% 2-OCH 56,4 3,73 2-OCH 56,3 3,78 2-OCH, 56,3 3,7% 2-OCH 56,4 3,78
3-OCH, 55,9 3,8% 3-OCH 55,9 3,82 3-OCH 55,9 3,8% 3-OCH, 55,9 3,8% 3-OCH 55,9 3,82
12a-OH 2,7%él. 12a-OH 4,39 4. 7'-OH n.d. 6-OH 5,45 él. 11-OH 12, X96l.

n.d. : non détecté.

L17




r6

Tableau 17: RMN *H (400 MHz) et**C (100 MHz) des hydroxyroténoideg2, L23 et 31 [5ppm ( Hz) ; CDCH].

L22
HIC c H
la 107,7
1 109,0 6,55
2 144.,4
3 151,7
4 102,0 6,48
4a 148,5
6a 91,8 5,751 (2,0)
6
6a 75,3 4,72 (2,0)
7a 156,2
8 108,9
9 161,0
10 112,4 6,50 él.(8,7)
11 128,6 7,74 (8,7)
1la 111,4
12 189,8
12a 68,4
4 115,1 6,531 é1.(10,1)
5 129,2 5,5@ (10,1)
6' 78,2
7 28,3 1,3%
8’ 28,6 1,46
2-OCH; 56,4 3,75
3-OCH; 55,9 3,8%
6-OH 5,535 él.
12a-OH 445K él.

L23
H/IC c H
la 108,4
1 109,3 6,54
2 144,0
3 151,2
4 101,1 6,48
4a 148,4
& 63,8 4,631d(2,5; 12,1)
& 4,49d él.(12,1)
6a 76,3 4,58 él1.(2,3)
7a 156,7
8 108,9
9 160,3
10 111,6 6,50 1.(8,8)
11 128,9 7,74(8,8)
1la 111,5
12 191,4
12a 67,5
4 118,1 6,7d é1.(10,2)
5 124,9 5,531 (10,2)
6' 81,0
7 68,8 3,64d é1(11,1)
3,58d él(11,1)
8 23,3 1,4%
2-OCH 56,4 3,73
3-OCH 55,9 3,8%
7'-OH n.d.
12a-OH 4,38

L31
HIC *c H
la 108,6
1 109,3 6,54
2 143,9
3 151,1
4 101,0 6,48
4a 148,1
& 63,9 4,631d (2,5 ; 12,1)
& 4,49d él.(12,0)
6a 76,1 4,56 él.(1,9)
7a 159,5
8 112,7
9 162,5
10 111,5 6,5d él.(8,7)
11 127,2 7,74 (8,7)
11la 114,2
12 191,9
12a 67,3
1 22,0 3,34 (7,1)
2 120,5 5,10€l. (7,1)
3 136,1
4 17,9 1,73
5' 25,8 1,7%
2-OCH; 56,4 3,75
3-OCH; 55,9 3,8%
9-OH 6,14 él.
12a-OH 4,44 él.

L22

L23

L31



12a-Hydroxylation

Comme dans le cas de la série précédente, la Iitaxyation est associée a la rétention
(L18) ou a I'inversion I(17) de la jonction B/C et demeure, comparativemelittyaroxylation des
autres positions, la principale substitution. Et caractérisée, comme indiqué précédemment, en
RMN *H et !°C (Tableaux 16-18) par la transformation de CH-&8aC quaternair®-lié et OH

dont I'orientation ¢ ou3) est définie sur la base de son déplacemémiare, de celui de H-1 et

Tableau 18: Différenciation par RMN des deux types de 12arbyglation @ etp) et de jonction B/Cds ettrans)®.

L16 L17 L18
H/C d%c SH 5% S H d%c sl
1 110,4 6,79 112,6 7,83 09,4 6,56
12a 44,4 3,84 66,1 67,4
12a0-OH 2,77
1283-OH 4,39
Jonction B/C JH-6a,H6e  JH-6B,H6EB JH-60,H6e3  JH-6[,H6&3 JH-6a, H6e3  JH-6B,H6&3
cis-6a,12a 3,1 <1 2,4 1<
trans6a,12a 11,3 4.5

% ppm et Hz (CDCE).

OCH; OCHj
L16 L17 L18
déguéline T2hydroxydéguéline 1Rdydroxydéguéline

des valeurs des couplages entreed les deux protons géminés H-6, éléments comiaesrab
ceux évoqués pour les dérivés de la roténone. hgosélL18, de distribution courante est donc
identifié dans ces conditions a la Baaydroxydéguéline ou téphrosine [HANRIOT, 1907;
LUYENGI et al, 1994] contrairement au compasé&, son épimére 12ahydroxy, de distribution
beaucoup plus limitée [CLARK et CLABORN 1932 ; FANSECASIDA, 1999, WANGENSTEEN
et al, 2005].

6-Hydroxylation

Contrairement au cas de la roténone pour laquel@-hydroxylation exclusive n’'a pas été
mise en évidence au cours de ce travail, cellediguéline est bien représentée par le composé
L20 qui constitue de ce fait une référence permettiédvaluer les conséquences de cette
substitution sur son environnement immeédiatpEsmier lieu, I’hydroxylation de la position 6
est clairement identifié¢e en RMNC et'H (Tableau 19) par la transformation de »®HO-lié
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Tableau 19: Caractérisation par RMN de |8-®ydroxylatior.

L16 L20
C/H d3c 3 dc 3
4a 147,4 144,3

6 66,3 90,1

60-H 4,64 5,81
6p-H 4,18

6a 72,4 73,3

683-H 4,92 4,81
12a 44.4 40,4

12e-H 3,84 3,92
6p-OH 4,45
JH-60,H683 3,1 2,6
JH-60,H63 <1

% ppm et Hz (CDCE).

L16 L20

déguéline Béydroxydéguéline
(6 66,3 ppm D 4,64 et 4,18 ppm) en CH-& 90,1 ppm 5,81 ppm) inclus dans ur@-liaison
supplémentaire avec un hydroxyke §,45 ppm). En second lieu, I'orientatioB-®©H est précisée
par le transcouplage de 2,6 Hz correspondantltd-6a0,H-63. En outre, deux conséquences
significatives concernent C-4a (44,3 ppm Ad —-3,1 ppm) et C-12a(40,4 ppm Ad —4,0 ppm),
deux positions marquées par leur situatiory e I’hnydroxyle contrairement a C-6a Bnsoumis a
un déblindage tres modest®(+0,9 ppm) parce que limité par la compétition eliésts (-1) exercés
sur lui par HO-6 et O-5 tandis que H-6a subit undage a peine perceptiblad -0,09 ppm) mais
néanmoins effectif, compte tenu de son orientatisravec HO-6. Sur la base de ces résultats, le
composéL20 est identifie a la @-hydroxydéguéline, répertorié exclusivement cidandulea

sericea un autre membre de la tribu des Millettiées [LUNE et al, 1994].

17-Hydroxylation

Ce type de substitution n'a pas été rencontré tiasgrie de la roténone. Elle differe des
précédentes par la nature phénoligue de I'hydroxylis en jeu, fonction a l'origine de
conséguences particulierement marquées sur le Dyetdes positions 12 et 5'. Ce@esubstitution
est rapidement signalée en RMN (Tableaux 16 et@0) la présence, d'un singulei 42,19 ppm,

caractéristique d'un hydroxyle ertho d'un carbonyle &194,3 ppm). La formation d'une liaison
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hydrogene dans les conditions idéales a 6 centemsmnne le déblindage simultané de CAR (
+5,1 ppm) par activation des effets (-I) et (-Mheggique de I'oxygene cétonique pour stabiliser la
chélation et de celui de HO-11 qui se retrouve béodans le cone d'anisotropie du carbonyle. Cette
substitution est accompagnée de la disparition-d4 kb 7,75 ppmd, 8,7 Hz) du blindage de H-10
induit par l'effet (+M)ortho de HO-11.

Tableau 20: Caractérisation par RMN de la 11-hydroxylafion

L16 L21
H/C dBc 5 dC 3
7a 157,0 156,0

8 109,0 101,8

9 160,1 164,6

10 111,5 6,45 97,8 5,96
11 128,6 7,75 162,9

11a 112,8 101,2

12 189,2 194,3

12a 44,4 3,84 43,6 3,85
4 115,8 6,65 115,5 6,56
5 128,7 5,56 126,4 5,47
11-OH 12,19

% ppm (CDC}).

L16 L21
déguéline toxicarol

En RMN*C, outre le déblindage de C-12, tout le noyau Drétencé par le substituant, la
position substituée transformée en C quaternaitd Ct62,9 ppm), les positions conjuguéetho
(C-10 et C-11a) epara (C-8) sous l'effet (+M) de I'hydroxyle ainsi ques positions non
conjuguées (C-7a et C-9) dont les déplacementsighés varient en sens inverse puisque C-9 est
déblindé Ad +4,5 ppm) et C-7a blindAd -1,0 ppm). Ces deux positions situéesrmtade HO-11
sont soumises d'une part a l'effet (-I) de ce #wilsit qui s'additionne aux effets (-1) et (—M)
renforcés du carbonyle conjugué, par la chélatidnlinverse de C-9, C-7 est soumis a un
phénomene supplémentaire représenté par I'encorabtestérique qui s'oppose au déblindage
induit par le carbonyle chélaté, 'ensemble réaultimalement en un blindage de faible amplitude.
La 11-hydroxylation se traduisant par un enrichisset électronique du noyau D qui a pour
conséquence de réduire l'effet donneur (+M)@t7a et O-9. Dans ces conditions, O-9 renforce

son effet (+M) dans la conjugaison supplémeatadr-1t qu'il présente dans le cycle E et induit le
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blindage de la position conjuguée C-B3(-2,3 ppm). D'aprés ces résultats, le compaseest
identifié a la 11-hydroxydéguéline ou toxicarolalépnnu dans le gent®nchocarpugFANG et
CASIDA, 1999].

7'-Hydroxylation

Comme la substitution précédente la 7'-hydroxytatiaractérise exclusivement la déguéline
par le composéi9. Elle représente l'unique transformation de la ahaytlisée du précurseur et se
traduit en RMN (Tableaux 16 et 21) par l'apparitban CHOH (6 69,1 ppm ;6 3,66 ppm) a la
place de l'un des groupements méthyles de la déaguélhydroxyle n'étant pas détecté.
Paradoxalement, les deux protons diastéréotopdtydiroxyméthyle ne sont pas différenciés. A

I'exception des C quaternaires C-8 et C-9 isibd#s a la substitution, toutes les autres oSt

Tableau 21: Caractérisation par RMN de la 7'-hydroxylafion

L16 L19
H/C d3c 3 dc 3

4 115,8 6,65 118,4 6,82

5 128,7 5,56 124,9 5,55

6' 77,7 80,9

7 28,2 1,39 69,1 3,66

8' 28,5 1,45 23,0 1,33
7'-OH non détecté

% ppm (CDC}).

L16 L19
déguéline 7'-hydroxydéguel

du cycle E subissent son influence. En particulies, positions e (C-6") etd (C-4') sont
déblindées par l'effet (-I) de l'oxygene alcooligge +3,2 ppm et +2,6 ppm respectivement,
parallelement au déblindage effectif de HAB ¢0,17 ppm) soumis au méme effet. Inversement les
positions situées en(C-5' et C-8'), plus sensibles a I'encombremedricgie qu'a l'effet attracteur
de l'oxygene, sont blindées de -5,2 (ou -5,5 ppnaee-3,8 ppm respectivement. Le compos®

un produit naturel nouveau est identifié a la ®roxydéguéline dont la mesure de masse haute
résolution en impact électronique de l'ion moléicalan/z 410 (obs. 410,1379000 ; calc.
410,1365534) correspond a la formule bruggHz,0-.
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6,12g3-Dihydroxylation

C'est I'une des deux combinaisons de substitutiors'@xprime ici par22 dans la série
déguéline. Elle se manifeste simultanément pao&xistence des deux G-lies C-6 tertiaire §
91,8 ppm ;0 5,75 ppm) et C-12a quaternai®g8,4 ppm) absents dans la déguéline (Tableaux 16
et 22) ainsi que par les effets induits par la d®hlydroxylation sur cing positions des cycles B, (1
4a, 6a) et C (11a et 12). Chaque cycle est cars&tpar un type particulier de variations. Pour le
cycle B, les déplacements chimiques des positian® 107,7 ppm) , 4a¥148,5 ppm) et 6a(

75,3 ppm) soit similaire (C-4a), soit dans leisinage de ceux du dérivé B2aonohydroxylé

Tableau 22: Caractérisation par RMN de I8,8283-dihydroxylatiorf.

L18 L20 L22

H/C dc 5H d3c 5H dc 3
la 108,6 105,0 107,7

4a 148,4 1443 148,5

6 63,9 90,1 91,8

601 4,63 5,81 5,75
6B 4,49

6a 76,3 4,57 73,3 4,81 75,3 4,72
1la 1111 113,6 111,4

12 191,4 189,9 189,8

12a 67,4 40,4 68,4

123-H 3,92

6B-OH 5,45 5,53
123-OH 4,39 4,41
JH-60,H6 2,4 2,6 2,0

% ppm (CDC4).

L18 L20 L22
téphrosine B-6ydroxydéguéline B, B2d3-dihydroxydéguéline

(C-1a et C-6a), téemoignent de I'effet predominalébl(indage) du 1F8OH sur celui, compétitif,
du 6-OH (blindage). Pour le cycle QQC-12 (189,8 ppm), similaire a celui du dériv@-6
monohydroxylé, 6C-11a (111,4 ppm) est a linverse comparable ai c#lu dérivé 128-
monohydroxylé. Le®C-11a etdC-12 enregistrés dans la molécule dihydroxyléeespondent aux
valeurs minimales de ces positions dans les dénvésohydroxylés. Ce résultat semble étre la

conséquence de la réduction des effetsdeh deuxcis-oxygenes alcooliques pour limiter la
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répulsion de charges entre eux. En conséquencertgaséL22 correspond a la B1243-
dihydroxydéguéline, un produit naturel réperton seule fois chellundulea sericeaune autre
Fabacée [LUYENGEt al, 1994].

123p,7'-Dihydroxylation

Elle constitue la seconde combinaison de subgiiistreprésentée dans cette série par le
composé_23. Contrairement a lafB1283-dihydroxylation (22) dans laquelle l'interaction spatiale
des deux hydroxyles est a l'origine de leurs effetapétitifs, la 12@,7'-dihydroxylation engendre
un dérivé moins encombré dont les hydroxyles libBagyissent sur leur environnement, dans les
mémes conditions que dans les dérivés monohydexyiOH et 12B8-OH. Cette différence
structurale entre les deux types de dihydroxylate® traduit en chromatographie par un
comportement plus polaire de lisomére f,Z&diOH, conforme & la réalité. Les spectres RN

et°C (Tableaux 16 et 23) de ce composé correspondelat superposition des zones impliquées

Tableau 23: Caractérisation par RMN de la JR@-dihydroxylatior.

L18 L19 L23
H/C 3% SH 3 SH 3% S
la 108,6 104,6 108,4
6a 76,3 4,57 72,5 4,92 76,3 4,58
1lla 111,1 113,1 111,5
12 191,4 189,2 1914
12a 67,4 44,4 3,85 67,5
4 115,4 6,60 118,4 6,82 118,1 6,77
5' 128,8 5,56 124,9 5,55 124,9 5,53
6' 77,8 80,9 81,0
7' 28,3 1,39 69,1 3,66 68,8
7'a 3,64
7'b 3,58
8' 28,5 1,45 23,0 1,33 23,3 1,41
12a-OH 4,39 4,38
7'-OH non détecté

% ppm (CDC}).

L18 L19 L23
téphrosine 7'-hydroxydéline 12&'-dihydroxydéguéline

dans la 12@&monohydroxylation (cycles A, B et C) et de cellssus influence de la 7'-
monohydroxylation (cycle E). Sur la base de cesltéts, le composez3 correspond a la 1par'-

dihydroxydéguéline, un composé nouveau dont la dderbrute GsH»,Og est confirmée en impact
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électronique par la mesure de masse en haute tiésotle M m/z426 (obs. 426,1325000 ; calc.
426,1314680).

2.1.2.3. Dérivé de l'acide rot-2'-énonique

Contrairement a la roténone et a la déguélinejdéacot-2'-énonique LB0), largement
minoritaire dans cette espece, n'est accompagné pgueson dérivé 1Pahydroxylé (31),
clairement identifié par ces caractéristigues RMdbleaux 9, 17 et 24), en accord avec les
données bibliographiques partielles [SINGHALal, 1982 ; FANG et CASIDA, 1999]. La 1Ra
hydroxylation de ce dérivé est établie comme dasgleux cas précédents, par la transformation de
CH-12a en C quaternai@-lié (6 76,1 ppm) avec rétention de tas-jonction B/C indiquée par
les couplages de H-6a avec les deux H-6irgEn@H-60,H6&3 1,9 Hz etlH-6[3,H6&3 <1 Hz).

Tableau 24: Caractérisation de la 12dnydroxylation de la jonction B/Cis™

L30 L31
H/C d%c SH d%c S H
la 104,7 108,6
1 110,4 6,79 109,3 6,54
12a 44,2 3,85 76,1
9-OH 6,15 6,11
12e3-OH 4,44
Jonction B/C JH-60,H6e3  JH-6B,H63 JH-60,H6e3  JH-6B,H6
cis-6a,12a 3,0 <1 1,9 <1

% ppm et Hz (CDCE).

OCH;3 OCH;s

L30 L31

acide rot-2'-énonique idacl248-hydroxyrot-2'-énonique
2.2.Didéhydroroténoides

Par le nombre de constituants (6 composeés), cgpgroccupe une place intermédiaire entre

celle des roténoides proprement dits (16 compastels suivants. Il rassemble 3 dérivés de la
roténone et trois autres de la déguéline se distimgpar la position 6 sous forme substituée (6-
hydroxy ou 6-0x0) ou non substituée. lls sont ésiti dans I'ordre position 6 non substituée puis

position 6-oxygénée par un hydroxyle, par un oxgggoublement lié.
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2.2.1. 6a,12a-Didéhydroroténoides

De comportement chromatographique plus lipophile cglui de leurs précurseurs roténone
et déguéline et de couleur jaune péale due a unar@ims UV décalée vers une longueur d'onde
plus élevée témoignant d'une conjugaison plus atefou supplémentaire), ils sont identifies aux
6a,12a didéhydroroténonel() et 6a,12a didéhydrodéguéline4). Confirmation est apportée par
leurs spectres respectifs de RMN (TableaurtZZ5). En RMN'H, les deux singulets commung &
8,46 ppm (H-1) ed 5,00 ppm (H-6) indiquent simultanément que par déblindage, H-140
+1,69 ppm) est sous l'influence du carbonyle patefmédiaire de son céne d'anisotropie, donc
coplanaire avec lui et que par I'équivalence dex 6, ceux-ci sont donc symeétriques par rapport
au cycle B qui les porte qui doit étre de ce fdaénp Pour que ces deux résultats soient
concomitants, il faut que les positions 6a et Idard incluses dans une liaisorcaractérisée par
deux C sp supplémentaires dont l'u@-ié (5 C-6a 156,1 ppm P C-12a 111,8 ppm) en
remplacement de deux C°spes précurseursd(72,2 et 44,6 ppm). Dans ces conditions, le
carbonyle doit subir un blindage suite a la vedle conjugaison metta laquelle il participe avec
O-7 lequel était exclusivement conjugué au mémeéargie enortho mais avec un effet (+M)
limité parce que compétitif a celui, plus conséequdm O-9 situé emara du méme carbonyle.
Effectivement, ce blindage est de -14,6 ppm paar puisque C-12 est enregistr®d74,4 ppm et
de -14,5 ppm poutr24 (6 174,7 ppm). La nouvelle conjugaisonmeT® avec le carbonyle pour
laquelle O-7 accorde sa préférence est a l'origi@evariations affirmées sur des positions
particulieres des noyaux A, B et D pour les dewméres. Dans le noyau A deo, les deux
positions affectées sont : C-18(+5,9 ppm) et H-140 +1,69 ppm). Le déblindage de C-1a résulte
du renforcement des effets synergiques (-I) et (eM)carbonyle alors que celui de H-1 est da a
I'inclusion de ce noyau dans le cone d'anisotrdpienéme carbonyle, ce qui n'est pas le cas pour
C-1 qui ne subit pas de variation. Les trois posgiconcernées dans le noyau B son-Gid 64,9
ppm etd 5,00 ppm), C-6ad 156,0 ppm) et C-12a(111,8 ppm) ; alors que les H-8) +0,82 et
+0,39 ppm) sont soumis a l'effet (-1) de la nouvdidisont, C-6 (Ad -1,4 ppm) est blindé parce
gue son effet (+1) est réduit par compétitiavec I'effet (+M) de O-7 maintenant conjugué de ce
coté ; C-6eD-lié (A5 +83,9 ppm) devenu C Spst également déblindé par sa situafiesonjuguée
vis-a-vis du carbonyle, contrairement a C-12a £67,2 ppm) dont le déblindage est limité par sa
[B-conjugaison avec O-7. A l'exception de C-8, touls autres positions du noyau D sont
influencées par la nouvelle conjugaison ; les déwonjugués a O-7, C-10§ +4,0 ppm) et C-11a
(Ad +5,6 ppm) sont déblindés parce que l'effet (+M)@§& vis-a-vis d'eux est réduit par sa
conjugaison supplémentaire (division d'effet).iAvierse, les positions C-7A{ -5,7 ppm), C-940
-2,5 ppm) et C-1149 -2,0 ppm) sont blindées suite a la réductioneféet (-M) exercé sur eux par
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Tableau 25: RMN *H (400 MHz) et**C (100 MHz) des compos&40, L24, L11, etL25 [3ppm ¢ Hz)]®

L10 L24 L11

HIC C H HIC ©C H HIC C H

la 110,7 la 111,0 la 110,9

1 110,1 8,46 1 110,0 8,48 1 110,2 8,5%

2 144,1 2 144,1 2 144,4

3 149,0 3 149,0 3 149,7

4 100,4 6,56 4 100,4 6,56 4 101,9 6,69

4a 146,3 4a 146,3 4a 143,7

6 64,9 5,06 6 64,9 5,06 6 89,3 6,1%

6a 156,1 6a 156,1 6a 155,3

7a 152,3 7a n.d. 7a 153,0

8 113,0 8 108,0 8 113,6

9 164,9 9 158,4 9 165,7

10 108,9 6,921 (8,6) 10 115,4 6,8 él.(8,8) 10 109,3 6,96 (8,7)

11 128,0 8,141(8,6) 11 126,5 8,08(8,8) 11 128,1 8,18(8,7)

1lla 119,0 1lla 118,4 1lla 118,9

12 174,4 12 174,7 12 176,5

12a 111,8 12a 111,8 12a 109,2

4 31,5 3,531d(9,9;15,8) 4 114,7 6,78 €1.(10,0) 4 31,7 3,68d(10,2; 15,9)
3,20dd (7,9 ; 15,8) 3,2dd (8,3 ; 15,9)

5" 87,9 5,416l.(8,9) 5 130,6 5,741 (10,0) 5 88,5 5,466l.(8,9)

6' 142,9 6' 78,1 6' 143,2

7 113,0 5,14 él. 7 28,1 1,505 7 113,2 5,15 él.
4,99s él. 5,00s él.

8' 17,1 1,8Eél. 8’ 28,1 1,505 8' 17,1 1,82 él.

2-OCH;, 56,3 3,96 2-OCH 56,2 3,96 2-OCH, 56,6 3,96

3-OCH;, 56,0 3,8% 3-OCH 56,0 3,8& 3-OCH;, 56,1 3,96

L25
H/C C H

la 110,3
1 111,4 8,56

2 145,1

3 150,6
4 102,7 6,73

4a 1447
6 89,9 6,21s

6a 156,4

7a 152,4

8 109,6

9 158,7

10 116,3 6,9d é1.(8,8)
11 127,0 8,08 (8,8)
1la 118,9

12 177,0

12a 109,8

4 115,3 6,8961.(10,1)
5 131,7 5,84(10,1)
6' 78,9
7 284 15%
8' 28,4 153
2-OCH; 57,1 3,8&
3-OCH; 56,4 3,9%

& CDCl pourL10 etL24 ; CDCk + CD;OD pourL11 etL25 ; n.d. : non détecté.
.

L10

L24

L11

L25



Tableau 26: Caractérisation par RMN de la 6a,12a-déshydrogémiati

L2 L10 L16 L24

C/H dc 3 dc 5H dc 5H d3c 3H
la 104,8 110,7 104,8 111,0

1 110,4 6,77 110,1 8,46 1104 6,79 110,0 8,46
6 66,3 64,9 5,00 66,3 649 5,00
6a 4,61 4,64

6B 4,18 4,18

6a 72,2 4,92 156,1 72,4 4,92 56,1

7a 158,0 152,3 157,0 n.d.

8 113,0 113,0 109,0 108,0

9 167,0 164,9 160,1 158,4

10 104,9 6,50 108,9 6,92 1115 6,45 115,4 6,87
11 130 7,84 128,0 8,14 1286 757 126,5 8,05
1la 113,4 119,0 112,8 118,4

12 189,0 174,4 189,2 174,7

12a 44.6 3,84 111,8 44,4 3,84 11,8

% ppm (CDC}) ; n.d. : non détecté.

OCHs

L10 L16 L24
6a,12a-didéhydamone déguéline 6a,12a-didétgéguéline

roténone

le carbonyle, inclus a présent dans la nouvellgugaison (effet partagé). Parallélement & C-10, H-
10 (Ad +0,42 ppm) est également déblindé pour la ménsemajue lui ; a l'inverse de C-11, H-11
(Ad +0,30 ppm) est déblindé par une meilleure occapatiu céne d'anisotropie du carbonyle
occasionné ici par la rigidité du cycle C qui sadtrit par un blocage de cette fonction dans une
direction de l'espace. Suite a ces résultats, |lmposé L10 est identifié a la 6a,12a-
didéhydroroténone [OBERHOLZERt al, 1974 ; PIATAKet al, 1975] et le composg4 a la
6a,12a-didéhydrodéguéline [MARZ, 1932 ; CARLS®@MNal, 1973 ; KAMAL et MANGLA, 1987]

en accord avec les données bibliographiques disjasni

2.2.2. 6-Hydroxy-6a,12a-didéhydroroténoides

De comportement plus polaire, les deux composésstsL11 etL25 dérivent deL10 etL24
respectivement par une 6-hydroxylation qui impas@isation d'un solvant de plus grande polarité
en RMN (Tableau 25) a l'origine d'un effet propedfdgt de solvant) ne permettant pas l'analyse
comparative systématique avec les composés nortitagbs Cette substitution est rapidement
caractérisée par le remplacement de-6Kb 64,9 ppm d 5,00 ppm) de10 etL24 par CH-6 pointé
ad 89,3 etd 6,19 ppm pourll, d 89,9 ppm ed 6,21 ppm pouL2s, les autres positions restant

pratiquement inchangées par rapport a celles déenged.10 etL11. Ces deux composés dont la
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stéréochimie de la position 6 reste a définir steg métabolites rares ; la bibliographie ne fournit
gue des caractéristiques spectroscopiques limgaeRMN. Le composéll est identifié a la 6-
hydroxy-6a,12a-didéhydroroténone ou amorpholon@&cgmtemment caractérisé ché&morpha
canescengPIATAK et al, 1975] etTephrosia candidd KOLE et al, 1992], la seconde espece

renfermant également l'isomeére constitutionnel

2.2.3. 6-Oxo0-6a,12a-didéhydroroténoides

Comme dans les deux cas précédents, ce dernigpegroinoritaire est constitué des deux
composés 12 etL26 dérivant des deux isomeresy etL24 par oxydation de la position 6 qui leur
confere une plus faible polarité. Celle-ci est géaépar la conjugaison supplémentaira entre C-
12a et C-6, en compétition avec la conjugaisamméde O-7 avec C-12 a travers C-6a et C-12a.
Comparativement aux didéhydroroténoide® et L24 dont ils dérivent respectivement, les
composeés 12 etL26 s'en différencient par le remplacement de-6Hd 64,9 ppm 9 5,00 ppm) par
un C quaternaire lactoniquedal66,5 ppm pouri2 etd 165,6 ppm pour26 (Tableaux 27 et 28),
également conjugué a O-5. Dans cette situationndaveau carbonyle intervient sur son
environnement directement ou indirectement patefmédiaire de ses trois caracteres : géométrie
plane, cbne d'anisotropie et surtout effets élaaques synergiques (-1) et (-M), I'ensemble

s'exprimant en terme de déblindage plus ou mamigdipar les systemes conjugués préexistants.

L'analyse comparative des spectidset**C deL10 etL12 montre effectivement que l'action
directe de cette liaisomoxygénée est variable sur les positions conjugagmnées de la position
B (C-12a) a la plus éloignée (C-4a) : C-12a 9,8 ppm), C-14d nul), C-3 QAd +2,2 ppm), C-4a
(Ad non significatif). Par ordre décroissant de varigtAd C-12a >>Ad C-3 >>Ad C-1 et C-4a,
chacune de ces positions étant soumise a un efitompétitif de la part d'un oxygéne conjugué
au minimum. Néanmoins, [Brconjugaison et le caractere éthylénique de C-igddnt des autres
positions aromatiques (C-1, C-3 et C-4a) de denéieetronique plus élevée. Dans l'ordre
décroissant précédent, la position 3 est plus nééd que les positions 1 et 4a parce qu'elle est
située erpara de la conjugaison nouvelle, donc moins encombtgeles deux autres occupant la
positionortho. La position 6a4d nul) constitue I'exemple méme de l'annulation'eféet direct du
carbonyle lactonique em par une réorientation du mouvement électroniques dea cycle C (effet
indirect). Compte tenu de sa situatigrtonjuguée a C-12, la variation attendue pour cboree
doit aller dans le sens du blindage par inversilen (+I) de CH6, mouvement synergique a (-I) et
(-M) de C-12 dang.10 en (-I) du CO lactonique, orienté dans le sens s@pParallelement, ce
blindage doit étre renforcé par I'encombremenbahiit par I'oxygene supplémentaire et la densité
électronique avoisinante générée par la conjugaisonde O-5.Pour expliquer l'absence de

blindage apparent de cette position, il faut admeltexistence d'un autre mouvement électronique
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Tableau 27: RMN *H (400 MHz) et**C (100 MHz) des 6-oxo-6a,12a-didéhydroroténoldezet L26 [dppm ( Hz) ; CDCH].

L12 L26
HIC ®C H HIC BC H
la n.d. la n.d.
1 109,8 9,0k 1 108,1 9,05
2 145,3 2 n.d.
3 151,2 3 151,2
4 99,6 6,96 4 99,6 6,92
4a 146,9 4a 1471
6 166,5 6 165,6
6a 156,1 6a n.d.
7a 152,7 7a n.d.
8 113,7 8 n.d.
9 166,5 9 n.d.
10 108,2 7,0@ (8,6) 10 116,3 6,9d él.(8,8)
11 128,3 8,18 (8,6) 11 126,5 8,08 (8,8)
11la 118,4 11a n.d.
12 176,5 12 n.d.
12a 121,6 12a n.d.
4 31,4 3,7@d(10,0; 16,1) 4 114,8 7,@Hél. (10,1)
3,36dd (7,8 ; 16,1)
5 88,5 5,48 él. (8,9) 5' 130,5 5,78l (10,1)
6' 142.,6 6' 77,9
7 113,1 5,15 él. 7 28,3 1,53
5,00s él.
8’ 17,1 1,8% él. 8' 28,3 1,53
2-OCH; 56,3 4,045 2-OCH 56,3 4,05
3-OCH; 56,2 3,958 3-OCH 56,2 3,956

n.d. : non détecté.
o

L12 L26

compétitif, d'amplitude suffisamment élevée pourgdarmettre de compenser simultanément les
deux types d'effets (électronique et stérigue) dbD I&ctonique. La conjugaison C(12a)-C(6)
manifestant sa compétitivité a la conjugaison @a)-C(12) la défavorise au profit de O(7)-
C(7a)-C(12) elle-méme en compétition avec O(1)63(11a)-C(12). En conséquence, ce
mouvement électronique détourné de la part de Oit7Etre accompagné d'un effet (-1) renforcé sur
C-6a. Ce point de vue semble confirmé par le ddbljie de C-12A0 +2,1 ppm) qui est donc
soumis a un effet (+M) réduit de la part de O-7.dutre effet direct du carbonyle lactonique est le

déblindage des protons H-A¥+0,17 ppm et +0,16 ppm) justifié par une infloefimitée mais
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Tableau 28: Caractérisation par RMN de la@édouble liaison introduite dans les didéhydrorotédad.

L10 L12 L24 L26

C/H d1C 5 dC 5H d1C dH dBc 5
la 110,7 n.d. 111,0 n.d.

1 110,1 8,46 109,8 9,01 110,0 8,46 109,2 9,01
2 144,1 145,3 144,1 n.d.

3 149,0 151,2 149,0 151,2

4 100,4 6,56 99,6 6,90 100,4 6,56 99,6 6,92
4a 146,3 146,9 146,3 147,1

6 64,9 5,00 166,5 64,9 5,00 5,66

6a 156,1 156,1 156,1 n.d.

9 164,9 166,5 158,4 n.d.

1la 119,0 118,4 118,4 n.d.

12 174,4 176,5 174,7 n.d.

12a 111,8 121,6 111,8 n.d.

4 31,5 31,4 114,7 6,78 114,8 7,04
4a 3,563 3,70

4'p 3,20 3,36

& ppm CDC} ; n. d. : non détecté.

OCHj3 OCHs OCHj3 OCH3

L10 L12 L24 L26

6a,12a-didéhydroroténone 6-6adl2a-didéhydroroténone 6a,12afdidrodéguéline 6-0x0-6a,12a-
didéhydrodéguéline
néanmoins effective de son cbne d'anisotropie. i@ng@gmene est encore accentué lorsque H-4'

devient coplanaire avec cette fonction comme inélid@ng 26 (Ad + 0,26 ppm).

Malgré un effet (-M) inexistant ou compensé sur @D nul), la fonction lactonique
modifie le comportement de H-Dg + 0,55 ppm) dont le déblindage doit donc résudtan effet
indirect de ce groupement. La rigidité de la nolevéhisont intervient sur celle du cycle B qui
tend vers la planéité comme les cycles A et C. Pefanet une meilleure inclusion de H-1 dans le
cbne d'anisotropie de C-12 et explique son débfjadset. Un autre proton, H-A& +0,34 ppm)
situé enmetade la conjugaison du noyau A avec la fonctiondaicfue est déblindé simultanément
par un effet direct de faible amplitude représgaéle cone d'anisotropie du carbonyle lactonique
et par un effet indirect consécutif a la conjugai€i(5)-C(6) qui renforce l'effet (-1) de O-5 dorc |
déblindage de H-4. Cet effet indirect de O-5 estlégent a l'origine du déblindage de CAD (
+2,2 ppm) suite a l'effet (+M) réduit de O-5. Laspiion 1la présentant une variation nulle
inattendue malgré I'action d'un effet électronigquarect du carbonyle lactonique (cf. conséquence
directe sur C-6a ci-dessus) qui renforce I'efféfl(+le O-7, constitue un exemple de variation non

maitrisée. Sur la base de ces données, le comprs@d ™ m/z406) correspond a la 6-oxo0-6a,12a-
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didéhydroroténone, un produit naturel limité adkrakent a deux autres especes des Fabacées,
Amorpha canescend’lATAK et al, 1975], Neorautanenia amboens[©BERHOLZER et al,
1976] et a l'extrait résine de cubé [FANG et CAS|[1A99]. Malgré une quantité insuffisante pour
obtenir un spectre de RMN’C complet, le composé26 est identifié & la 6-oxo-6a,12a-
didéhydrodéguéline conformément au spectre de RMINt au comportement chromatographique
comparables a ceux de son isomére. Ce dernier aliétah'a été cité qu'une seule fois dans la
résine de cubé [FANG et CASIDA, 1999].

Par opposition a tous les roténoides précéderstdrdes groupes suivants sont caractérisés
par la modification d'un cycle (B ou C) du squdeatiténoide. L'extension du cycle B regroupe les
13-homoel3-oxadidéhydroroténoides et sa réduction, rasleenmlbs coumaronochromones

contrairement a I'ouverture du cycle C enfin quidwait auxseceroténoides.

2.3.13-Homo-13-oxa-didéhydroroténoides

Deux composés non hydroxyl@si3 et L27, de polarité voisine de celle des 12a-
hydroxyroténoides, constituent ce groupe. En RMMNb{@aux 29 et 30), les déplacements
chimiques de CH-63(69,6 ppm ;3 5,09 ppm) dans13 comparables a ceux retrouvés dats (o
64,9 ppm ;0 5,00 ppm), impliquent la méme situation @rd'une liaisonrt pour ce carbone. A
l'inverse, la position aromatique CH-& (05,5 ppm ;6 6,94 ppm), plus blindée pour les deux
noyaux, comparativementtao (6 110,1 ppm ;0 8,46 ppm), témoigne donc de la présence d'un
groupement supplémentaire conjugué d'effet (+M} sai oxygene fixé sur l'une des deux
positions d'origine non oxygénées C-1a ou C-4. aane tertiaire de CH-45(104,8 ppm » 6,63
ppm) étant conservée, permet de positionner un émeg/gsur C-la. Ce résultat est confirmé
simultanément par le blindage de HAd(-1,52 ppm) indiquant principalement que ce praton
quitté le cone d'anisotropie de C-12 et le déblyedde C-440 +4,4 ppm) en accord avec l'effet (-1)
exercé par l'oxygene supplémentaire situénmezia Parallelement, le blindage des deux autres
positionsO-substituées, conjuguées a l'oxygéne supplémen@3 QA -3,1 ppm) et C-4ap -
4,2 ppm) est en accord avec ce résultat. La pasistante du noyau A, non conjuguée a la
nouvelle substitution, est par contre déblindée @3 (Ad +1,5 ppm) conformément aux deux
effets différents : (-1) de O-13 situé emeta ainsi que (+M) de O-5 limité par la compétiti de
0O-13. Le déblindage de tres forte amplitude de €@ +38,6 ppm) simultané au blindage net de
C-6a (\d -15,4 ppm) localise cet oxygene supplémentairexaihe C-12a et e de C-6a. En
conséguencels, ne se distinguant delo que par un atome d'oxygene, est identifié a lhdiBe

13-oxa-6a,12a-didéhydroroténone conforme aolandle brute gH,0O;déduite de la mesure de
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Tableau 29: RMN *H (400 MHz) et**C (100 MHz) des 1®ome13-oxaroténoidek13 et L27 [dppm ( Hz) ; CDCH].

L13 L27
H/C B¢ H HMBC H/C 3¢ H HMBC
la 142,5 la 1425
1 105,5 6,94 C-la, C-2, C-3, C-4a 1 105,5 694 C-la, C-2, C-3, C-4a
3 145,9 3 145,9
4 104,8 6,63 C-1a, C-2, C-3, C-4a 4 104,8 654 C-1a, C-2, C-3, C-4a
4a 142,1 4a 142,1
6 69,6 5,09 s C-4a, C-6a, C-12a 6 69,6 5,11s C-4a, C-6a, C-12a
6a 140,7 6a 140,7
7a 152,2 7a 151,0
8 112,7 8 108,9
9 165,1 9 157,5
10 108,6 6,89 (8,7) C-8, C-11a 10 115,2 6,84I.(8,8) C-8, C-9, C-11a
11 128,1 8,14l (8,7) C-7a, C-9, C-12 11 126,6 8(DB,8) C-7a, C-9, C-12
11a 118,1 11a 117,5
12 171,8 12 171,8
12a 150,4 12a 150,5
4 31,4 3,5@d (10,0 ; 15,8) C-6', C-8, C-9 4 114,7 6c78l. (10,0) C-7a, C-6', C-8, C-9
3,16dd (7,9 ; 15,8)
5 87,9 5,40 él.(8,9) 5' 130,4 5,71 (10,0) C-8, C-8', C-7', C-6'
6' 142,8 6' 77,9
4 113,0 5,12 él. C-5', C-8’ 7 28,1 1,48 C-4', C-5', C-6’, C-8’
4,97s él.

8 17,0 1,7% él. C-5', C-6', C-7’ 8' 28,1 1,48 C-4', C-5', C-6', C-T’
2-OCH; 56,3 3,84 C-2 2-OCH 56,3 3,84 C-2
3-OCH; 56,4 3,84 C-3 3-0CH 56,4 3,84 C-3

OCHj3

OCHj3




Tableau 30: Caractérisation par RMN de I'extension du cycle 8 didéhydroroténoides par hme13-oxa-substitutudh

L10 L13 L24 L27

C/H d1C 3 dC 5H d1C dH dBc 5
la 110,7 142,5 111,0 1425

1 110,1 8,46 105,5 6,94 110,0 8,46 105,5 6,94
2 144,1 145,6 144,1 145,6

3 149,0 145,9 149,0 145,9

4 100,4 6,56 104,8 6,63 100,4 6,56 104,8 6,64
4a 146,3 142,1 146,3 142,1

6 64,9 5,00 69,6 5,09 64,9 5,00 69,6 511
6a 156,1 140,7 156,1 140,7

7a 152,3 152,2 n.d. 151,0

9 164,9 165,1 158,4 157,5

1la 119,0 118,1 118,4 117,5

12 174,4 171,8 174,7 171,8

12a 111,8 150,4 111,8 150,5

% ppm CDC} ; n.d. : non détecté

@ oo

OCH3

L10 L13 L24 L27
didéhydroroténone 1®mo13-oxa-didéhydroroténone didéhydrodéguéline 13r0me13-oxa-didéhydrodéguéline
masse de M m/z408 (obs. 408,1223000 ; calc. 408,1209033). Cduirmaturel n'a été décrit qu'une
seule fois auparavant et plus précisément dansieegonchocarpugFANG et CASIDA, 1997].
L'extension du cycle B par inclusion de O-13 esbatpagnée d'une détente de ce cycle dont les
contraintes stériques, réduites pour le voisinadgei-enéme, doivent se traduire en terme de déhtied
plus particulierement pour la position non congg-12, laquelle doit étre encore plus déblindiée
cause de la compétition des effets (+M) de O-13-&tqui réduit clairement la conjugaison O(7)-C{6a)
C-(12). En réalité, C-12Ap -2,6 ppm) est légerement blindé. Ce comportemansemble inattendu
pour ce carbone correspond a la résultante de d#ats opposeés, l'effet (+M) de O-7 qui doit se
traduire par une variation positive et |'effetle O-13 qui doit par contre se manifester parvamation
négative entrainée par la répulsion de chargege €nt3 et I'oxygene cétonique, obligé de réduire sa
densité électronique en restreignant ses effetet({iM) dans le but de limiter au maximum la r&pan
de charges avec l'oxygene voisin. Cette situationcdrbonyle laisse indifférentes deux positions
conjuguées du noyau D, C-7a et C-9 qui demeurearigibles, sans doute par compensation d'effets de

la part des oxygénes correspondants.

Le composé 27 est identifié a la 1Blomoel3-oxa-6a,12a-didéhydrodéguéline selon la méme
démarche, par analyse comparative avec son honeldigehydrodéguéline.24). Il présente la méme

formule brute GsH.00; que son isomére constitutionnel {Mh/z408). Ce produit naturel n'a été décrit
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gue deux fois dans le regne végétal. Il est rappootur la premiére fois dans I'extrait Cubé résim.d
utilis et L. urucu [FANG et CASIDA, 1997] et retrouvé récemment ct&earcolobus globosusne
Asclépiadacée [WANGENSTEES®SI al., 2005].

2.4.Coumaronochromones

Ce groupe est constitué de deux représentartset L28, de polarité intermédiaire entre celle des
didéhydroroténoidesio etL24 et celle des 1Bomal3-oxa-6a,12a-didéhydroroténoideas etL27 dont

ils se rapprochent. Comparativement a leurs cooresgmts didéhydroroténoideso et L24, les
composési14 etL28 présentent un cycle B de taille réduite par antfmtale CH-6 du pyrane d'origine.
Cette situation est rapidement mise en évidenc®MN (Tableaux 31 et 32) par la disparition des
signaux de cette positiod 64,9 ppm ;0 5,00 ppm). En conséquence, le cycle B devieninfqree et
'oxygene hétérocyclique occupe une position camgegau carbonyle dont le déplacement chimique ne
varie pas significativemen®(173,8 ppm) contrairement au blindage attendu. dieelette roténoide
d'origine est donc transformé en squelette counoaimomone pour lequel doit étre appliquée la
numerotation adoptée pour les isoflavonoides. leex ghositions qui subissent les plus fortes vamneti

de déplacement chimique sont C-2 (ex 6a) et C-31ga) ; C-2 est déblindé par l'effet (-I) direct de
l'oxygene furaniqueld +8,0 ppm) et C-3 est blindé par l'effet (+M) dddment3 conjugué 4d -12,3
ppm). Le noyau B (ex noyau A) est soumis a destiaris significatives de déplacement chimique sur
toutes les positions parmi lesquelles, seules(@x11a) et C-5' (ex 2) sont déblindées. La positiohd
+4,4 ppm) semble soumise a un effet (-I) exercé @& en contrepartie du blindage généré par la
densité électronique du cycle furanique répartiesdan espace plus restreint. La positionA% 3,8
ppm) est quant a elle déblindée par l'effet (+MJuié de I'oxygene furanique en positipara qui
participe également a la nouvelle conjugaisarmavec le carbonyle. Le blindage des positionA&'-(

2,8 ppm), 3'Ad -4,6 ppm), 4'4d -1,0 ppm) et 6'4d -6,5 ppm) résulterait pour C-2', C-3' et C-6'de |
proximité de la forte densité électronique de éngtycle accolé. La nouvelle conjugaison entre le
carbonyle de I'oxygéne furanique, impose a O-liahiter son mouvement électronique qui se poursuit
jusqu'au carbonyle par l'intermédiaire du noyaueR fioyau D). Cela a pour conséquence le blindage
modeste de C-9A¢9 -1,8 ppm) et C-104d -1,0 ppm), situés sur le parcours imposé malgré la
compétition permanente des effets (+M) de O-1 dt'Rarmi les deux positions C-9 et C-10 affectées
par cette contrainte, C-J®conjugué a O-1 devrait subir un blindage plus atgeque celui de C-9; le
contraire est observé en réalité puisque C-9 subiflindage deux fois plus important que celui d&0C
sur lequel I'effet (+M) de O-1 est réduit par celaiO-1".

En conclusion, le composéi14 est identifié a la 4',5-diméthoxy-2"-isopropéy|3"-
dihydrofurano(4",5":8,7)coumaronochromone, un pibdaturel nouveau conforme a la formule brute
C2:H1806 avec M™ m/z 378 (obs. 378,1073000 ; calc. 378,1103386). Reeatlent, la structure 4',5'-
diméthoxy-2",2"-diméthylpyrano(5",6":8,7)coumarohoocmone est attribuée au compasgg, un autre
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Tableau 31: RMN *H (400 MHz) et**C (100 MHz), des coumaronochromordst et L28 [5ppm (J Hz) ; CDCH].

L14
HIC %C H HMBC
2 164,1
3 99,5
4 173,8
5 128,0 8,24l (8,6) C-4,C-7,C-9
6 108,3 6,98l (8,6) C-7, C-8, C-9, C-10
7 164,8
8 113,8
9 150,5
10 118,0
1 115,1
2 143,5
3 95,8 7,11s c-1, Cc-2', C-5'
4 148,G
5 147,
6 103,6 7,665 c-3, C-1', C-2', C-3', C-4'
47 31,7 3,65dd (9,8 ; 15,9) C-7,C-8,C-9, C-5", C-6"
3,31dd (7,9 ; 15,9) C-7,C-8,C-9, C-5", C-6"
5” 87,9 5,45t él.(8,8) c-7", C-8"
6” 142,8
7" 113,1 5,165 él. C-5", C-6", C-8"
5,00s él. C-5", C-8"
8” 17,1 1,83 él. C-5", C-6", C-7"
OCH; 56,6 4,06 C-4' ou C-5'
56,5 3,96 C-4' ou C-5'

L28

HIC C H HMBC

2 164,1

3 99,5

4 173,7

5 126,5 8,d%8,7) C-4,C-7,C-9

6 115,1 6,841.(8,7) C-7, C-8, C-9, C-10

7 157,2

8 109,7

9 149,3

10 117,5

1’ 115,1

2 143,5

3 95,8 7,86l c-1, Cc-2, C-5'

4 148,08

5 147,93

6’ 103,6 765 C-3, C-1', C-2', C-3', C-4'

47 184, 6,93d é1.(10,0) C-8, C-6"

5” 131,2 5,80d (10,0) C-8, C-6"

6” 77,8

7" 28,2 1,52 C-5", C-6"

8” 28,2 1,50 C-5", C-6"

OCH 56,6 4,06 C-4' ou C-5'

56,5 3,96 C-4' ou C-5'

&/aleurs interchangeables dans la méme colonne.

L14

L28




Tableau 32: Caractérisation par RMN de la réduction de ladtalll cycle B des didéhydroroténoities

L10 L14 L24 L28
C/H d1C S5 C/H dC 3 d1C dH CIH d1C 5
1la 110,7 1 115,1 111,0 1 115,1
1 110,1 8,46 6' 103,6 7,66 110,0 8,46 6' 103,6 7,65
2 144,1 5 147% 144,1 5 147%
3 149,0 4 148% 149,0 4 148%
4 100,4 6,56 3 95,8 7,11 100,4 6,56 3 95,8 7,11
4a 146,3 2 1435 146,3 2 143,5
6a 156,1 2 164,1 156,1 2 164,1
7a 152,3 9 150,5 n.d. 9 149,3
8 113,0 8 113,8 108,0 8 109,7
9 164,9 7 164,8 158,4 7 157,2
10 108,9 6,92 6 108,3 6,98 1154 6,87 6 115,1 6,94
11 128,0 8,14 5 128,0 8,24 126,5 8,05 5 126,5 8,15
11a 119,0 10 118,0 118,4 10 117,5
12 174,4 4 173,8 174,7 4 173,7
12a 111,8 3 99,5 111,8 3 99,5
4 114,7 6,78 4" 114,8 6,93
5 130,6 5,74 5" 131,2 5,80

% ppm CDC}; n.d. : non détecté.
®aleurs interchangeables dans la méme colonne.

OCHs

L10 L14 L24 L28
didéhydroroténone coumaronochromone A didéhydrodéguéline coumaronochroendn

produit naturel original répondant également adiamfile brute gH150s (M™ m/z 378). Ces deux
composés font partie des coumaronochromones, wp@rtimité d'une quarantaine d'isoflavonoides,
des phytocontituants rencontrés principalement dans genres des FabacéEsichresta Lupinuset
Piscidia[HASHIDOKO et al, 1986 ; MIZUNOet al, 1988 ; MIZUNOet al, 1989 ; TAHARAet al,
1993 ; LOet al, 2002a ; LCet al, 2002b], plus rarement dans trois autres gereda théme famille,
Derris, Desmodiumet Millettia [RAJU et al, 1981 ; MIZUNOet al, 1992 ; LIN et KUO, 1993] et
accessoirement dans le gerWgna une Phaseolée [ABEt al, 1987]. A I'exception de cing
représentants, toutes les coumaronochromones iegusent prénylées de une a trois fois sur les

noyaux A et B.

2.5. Seco-roténoides
Deux composésis etL29, représentant les métabolites les plus polairdexieait benzénique,
appartiennent a ce groupe caractérisé par I'oungedu cycle C des roténoides qui génére une fanctio

acide carboxylique a la place du carbonyle en jposit2.
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Le composé 15 présente en UV-visible deux bandes d'absorptidp.gdMeOH) : 340 et 274
nm. La RMN®C (Tableau 33) révéle la présence de seize carlsphés89 ppm >3 >101 ppm) et de
sept carbones aliphatiques (88 pp@d>17 ppm). Quatre carbones tertiaire$ prespondent & quatre
protons aromatiques enregistrés a 8,5 ppdre8,5 ppm dont deux, sous forme de doublets, ptéstn
une constante de couplaggho indiquant ainsi la présence de deux noyaux arguesi dans cette
molécule. Les carbones insaturés restants sontaeuleux groupements carbonytef insaturés §
188,2 et 168,4 ppm) et d'une double liaigemidisubstituéed 144,8 et 112,8 ppm) porteuse de deux
protons non équivalent (5,07 et 4,84 ppm). Les sept carbones aliphatigeeslivisent en trois
groupements méthylesd 66,5 ppmo 56,3 ppm ed 17,3 ppm), deux méthylénes 71,6 ppm ed 33,2
ppm) et deux méthine® 87,8 etd 79,6 ppm). Les trois signauxdad7,8 ppm,0 33,2 ppm ed 17,3
ppm associés aux deux C*spd 144,5 ppm eb 112,7 ppm témoignent d'un enchainement prénylé
cyclisé en 2-isopropényl-2,3-dihydrofurane accolénanoyau aromatique comparable a celui de la
roténone. Cette structure partielle est confirmée Ips protons correspondants (Tableau 33). Un
second enchainement du type -GEH< est déduit des signad3C ad 79,6 ppm (méthine oxy) &
71,6 ppm (méthylene oxy) dont les protons respestiint enregistrés&5,43 ppm (ddJ)=6,3 et 3,8
Hz) pour le premier et 5,22 ppm (ddJ=12,0 et 6,4 Hz) &b 5,02 ppm (ddJ=12,0 et 3,7 Hz). Des
deux noyaux aromatiques, l'un est 1,2,3,4-tétrastuBscomme indiqué par les deux doublettho
couplés J=8,4 Hz) ad 8,34 etd 6,83 ppm alors que le second noyau est 1,2, 4&stdistitué
conformément aux deux singulet® &,59 etd 6,69 ppm. Le déblindage des protons &34 ppm et a
7,59 ppm, impligue un groupement électro-attrac(€®) en positiorortho. Inversement les deux
protons restant(6,83 et 6,63 ppm) sont blindés par deux substitu@iectro-donneurs de type OR.
Ces deux noyaux aromatiques correspondent respewivt au noyau A (singuletsdars,59 etd 6,69
ppm) et au noyau D (doublets®a8,34 etd 6,83 ppm) présents dans la roténone. Le noyautD es
substitué de maniére comparable a celui de lasoavec cependant la transformation du carbonyle
endocyclique § 189,0 ppm) en fonction acide carboxyliq@e168,4 ppm) entrainant I'ouverture du
cycle C et conduisant a une structure partielléypge acide tubaique 2-substitué. A l'inverse, Iganio
A est toujours 1,2,3-trioxygéné par un méthyleng @ 71,6 ppm a la place d®66,3 ppm pour la
roténone) et deux méthox® 56,5 ppm ed 56,3 ppm comparables a ceux de la roténone). Er,da
présence d'un singulet déblind® 1,59 ppm au lieu dé 6,77 ppm pour la roténone) implique un
carbonyle supplémentaire en positiomho (6 188,2 ppm a la place de44,6 ppm pour la roténone).
Ce noyau est donc inclus avec I'enchainement-CHK et le carbonyle, dans une structure partielle
chromon-3-yle. En conséquence, le compaséest identifié a I'acide 4-(6,7-diméthoxy-2,3-chmm
3-oxy) tubaique conforme a la formule brutgh;,Og précisée par la mesure haute résolution en ES de
MH" (obs. 427,1404 ; calc. 427,1393). Cette structsteconfirmée par les spectres de corrélation

homonucléaire et hétéronucléaire. Le type de tdublsn des deux noyaux aromatiques est corirm
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Tableau 33: RMN 'H (400 MHz) et**C (100 MHz) desecoroténoides 15 et L29 [dppm { Hz) ; GDsN].

L15 L29
H/C Bc H HMBC H/C Bc H HMBC
2 87,8 5,34 él.(8,6) Cc-9 2 77,3
3 33,2 3,6%ld (9,8 ; 15,9) C-2, C-3a, C-4, C-7a, C-8 3 130,6 5,54d (10,0) C-2, C-4a
3,19dd é1.(7,6 ; 15,9)
3a 122,3 4 118,1 6,841.(10,0) C-2, C-8a
4 156,8 4a 1175
5 118,1 5 155,6
6 135,2 8,341 (8,4) C-4, C-7a, C-11 6 118,2
7 106,0 6,831 (8,4) C-3a, C-5, C-7a 7 134,1 8(2(B,6) C-5, C-8a, C-11
7a 165,3 8 113,2 6,87I.(8,6) C-4a, C-6, C-8a
8 1445 8a 158,3
9 112,7 5,0% él. C-2, C-10 9 28,2 1,40 C-2,C-3
4,84s él. 10 28,1 1,35 C-2,C-3
10 17,3 1,64 él. C-2,C-8,C-9
11 168,4 11 168,3
2 71,6 5,221d (6,4 ; 12,0) C-3,C-4',C-8a 2' 71,7 50811(5,0 ; 13,4) C-3,C-4',C-8a
5,02dd (3,7 ; 12,0) 4,94d (5,4 ; 13,9)
3 79,6 5,431d (3,8 ; 6,3) C-4, C-2', C-4' 3 80,4 514, (5,1) C-5, C-4', C-8a
4 188,2 4 187,0
4'a 112,8 4'a 113,0
5 108,0 7,5% C-4', C-6', C-7', C-8'a 5 108,1 7862 C-4', C-6', C-7', C-8'a
6 146,1 6' 146,1
7 157,7 7' 157,7
8 101,2 6,6% C-4', C-4'a, C-6', C-7', C-8'a 8' 101,2 6571 C-4'a, C-6', C-7', C-8'a
8a 159,0 8'a 158,9
6'-OCH; 56,3 3,76 C-6' 6'-OCH 56,3 3,6% C-6'
7'-OCH; 56,5 3,7% C-7' 7-OCH 56,5 3,78 C-7'
11-OH n.d. 11-OH n.d.

n.d. : non détecté.

OCH,

L29 OCHs



par 'analyse des corrélations HMBC ; le protah&34 ppm (H-6) présente trois corrélations'&n
avec C-4 ¢ 156,8 ppm), C-7ad( 165,3 ppm) et C-115(168,4 ppm), une fonction acide
carboxyliquea,B-conjuguée dont le proton est invisible darB4Dl mais qui est observéd10,81
ppm dans CDGIl Sur le méme noyau, le proton&6,83 ppm (H-7) ne montre que deux
corrélations eriJ avec deux carbones quaternai@esubstitués & 118,1 (C-5) ed 122,3 (C-3a).

La cyclisation de la chaine prénylée (cycle E) mauproduire enortho ou enpara de la fonction
acide. Malgré I'absence de corrélation de -2,84 ppm) avec C-7& (L65,3 ppm) et C-4%156,8
ppm), la cyclisation est positionnée en C-7a partee C-4 montre une corrélation avec le méthine

oxy (0 5,43 ppm) appartenant au substituant chromonyle.

Ce type de structure n'a pas d'analogue dans tegsiéaturels d'isoflavonoides dans la
mesure ou il présente une fonction acide carbouglitibre et représente la version totalement
oxydée de la liaison C(12)-C(12a) de la roténorteagmant I'ouverture du cycle C sans altération ni
de la configuration R ni probablement celle deRB'comme indiqué par le pouvoir rotatoire
lévogyre de ce composé et de ceux de la roténode Kdcide tubaique [OBARAL al, 1976]. La
preuve décisive, relative a la stéréochimie ersBfaurnie par le spectre CD, similaire a ceux de
structures voisines tel que leRjdsoflavanones [SLADEet al, 2005] et plus particulierement le
(3R)-sophorol lévogyre [PAIVAet al, 1994]. Ce spectre est constitué dans notre 'ca® thande
négative a\ ca. 310 nm (transitiom— T aromatique) et d'une autre, positive\ &a. 345 nm
(transiton n-T du carbonyle). En conséquence, la configurat®nest attribuée a C-3'
conformément au remplacement du 3-aryle de l'igaflane par le substituant 3-oxyphényle dans
ce composé naturel nouveau pour lequel nous pragof® dénomination (-)-acide rotoique
[LAWSON et al., 2006].

Avec un comportement chromatographique légeremkrst polaire, un pouvoir rotatoire
également |évogyre ainsi qu'une formule brute idelet le composé€29 est caractérisé par un
spectre UV-visible légérement différent\g.{(MeOH) : 349 ép., 329 et 276 nm traduisant une
conjugaison supplémentaire ou modifiée par rapportomposeé précedent. L'analyse comparative
des spectres de RMN (Tableau 33) montre que lérdifte majeure entre ces deux métabolites
repose sur la cyclisation de la chaingig€en 2,2-diméthylpyrane poue9 en remplacement du 2-
isopropényl-2,3-dihydrofurane pouts. Cet hétérocycle est caractérisé en RMNpar quatre
signaux divisés en deux singuletd 4,41 ppm ebd 1,35 ppm respectivement pour deux méthyles et
deux doublets & 6,84 ppm ebd 5,54 ppm relatifs a deux ¢is-éthyléniquesJ=10,0 Hz). Le spectre
13C confirme cette structure partielle en identifié®s carbones correspondants aux protons ci-

dessus & 28,2 ppm ebd 28,1 ppm pour les méthyles®130,6 ppm ainsi qué118,1 ppm pour les
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meéthines. Finalement, le cinquieme noyau restan©dg et comme attendu, enregistré &7,3
ppm. En outre, le proton carboxylique invisible sl&3DsN est Iégerement déblindéél0,95 ppm
dans CDJpar rapport a celui de son homologue ci-dessuslaase de ces résultats, ce composé
nouveau est identifié a l'acide 5-(6,7-diméthoxg-@hydrochromon-3-oxyp-tubaique. Dénommeé
(-)-acide déguoique, ce métabolite présente untrep&eD similaire a celui de son isomere
constitutionnel précédent avec un effet Cotton titga ca. 315 nm également et un effet Cotton

positif aA ca. 350 nm en accord avec la configuratiGh[BAWSON et al, 2006].

La coexistence de ces deux métabolites considéndsiesecoroténoides chelz. nicoudoit
étre reliée a d'autres phytoconstituants raredeégamt générés par ouverture du cycle C de la
roténone ou de la déguéline dans deux autres menua® Fabacées. Cependant, si les deux
nouveaux métabolites identifiés ici, précurseuobpbles des acides tubaiques libres theucou
semblent étre trés proches des dérivés spirdapirosia candidgar coupure oxydative de la
liaison C(12)-C(12a) [ANDRElet al, 2002], ils sont par contre clairement différemtsin
meétabolite unique résultant de l'ouverture du cyelpar coupure réductrice de la liaison C(6a)-
O(7) de la déguéline ché&erris trifoliata [YENESEWet al, 2005].

2.6.Ptérocarpanes

Ce dernier groupe d'isoflavonoides isoléd.daicourassemble les deux métabolitag et
L33 issus de la fraction F5 (305 mg) de la colonnd, di@mction de composition complexe
(hydroxyroténoides, époxyroténoides, oxoroténoétibemaroténoides). Il se distingue de tous les
groupes précédents par I'absence simultanée dotstidas prénylée et de fonction carbonyle ainsi
gue par le remplacement des deux méthoxyles pentsapar un groupement méthylene dioxy. Il
s'en suit un squelette ens@-oxy-isoflavane cyclisé en ptérocarpane pazaret ptérocarpene pour
L33. En RMN (Tableaux 34 et 35) la modification du anyA (noyau D des roténoides) id2 est
précisée par le proton supplémentaire 84642 ppm) conformément a I'absence de prénylation
tandis que la conservation de la 1,2,4,5-tétragubeh du noyau C (noyau A des roténoides) est
signalée par la présence permanente et simultasdalix singulets@6,72 et 6,43 ppm pour H-7
et H-10 respectivement et des trois C quatern&rbés C-8 ¢ 141,7 ppm), C-94148,1 ppm) et
C-10a § 154,2 ppm). Les deux doublets=(,0 Hz) ad 5,92 et 5,89 ppm correspondent aux protons
d'un méthylene dioxyd 101,3 ppm) qui vient occuper la place des dewhméles habituels. La
disparition du cycle B des roténoides libéere laitpos 6 (6a des roténoides) qui se transforme en
meéthyléne oxy& 66,5 ppm p 4,22 etd 3,64 ppm) dont les protons géminés sont couplés ewlui
d'un méthine Jans=10,9 Hz et;=5,0 Hz) & 3,47 ppm (H-6a), lui-méme couplE=6,8 Hz) au

117



811

Tableau 34: RMN H (400 MHz) et"*C (100 MHz) des composés isoflavaniquég et L33 [d ppm ( Hz) ; CDCH].

L32 L33

H/C Bc H HMBC H/C Bc H HMBC

la 112,7 la 109,9

1 132,1 7,36 él.(8,2) C-3, C-4a, C-1l1a 1 120,9 7138,4) C-3, C-4a, C-1l1a

2 109,8 6,58 é1.(8,2) C-la 2 107,2 688(2,3;8,4) C-la, C-4

3 157,0 3 160,8

4 103,7 6,42 él. C-1a, C-2 4 102,9 6602,3) C-1a, C-2, C-3, C-4a

4a 156,6 4a 154,9

6 66,5 4,27d (5,0 ; 10,9) C-4a, C-6a, C-11a 6 65,5 5,525 C-1a, C-4a, C-6a, C-6b, C-11a
3,64t (10,9) C-4a, C-6a, C-6b, C-11a

6a 40,2 3,4@dd (5,0 ; 6,8 ; 10,9) C-6, C-6b, C-10a 6a 2109,

6b 117,9 6b 106,4

7 104,7 6,72 C-6a, C-8, C-9, C-10, C-10a 7 94,1 7,08 C-6a, C-8, C-9, C-10a

8 141,7 8 145,6

9 148,1 9 1447

10 93,8 6,48 C-6b, C-7, C-8, C-9, C-10a 10 97,3 6,73s C-6b, C-8, C-9, C-10a

10a 154,2 10a 150,5

1la 78,5 5,4d é1.(6,8) C-1, C-1a, C-4a, C-6 1la 147,7

O,CH, 101,3 5,921 (1,0) C-8,C-9 QH, 101,4 5,99 C-8,C-9
5,89 (1,0) C-8,C-9

3-OH n.d. 3-0CH 55,4 3,88 C-3

n.d. : non détecté.




seul méthine oxy & 5,47 ppm (H-11a) & 78,5 ppm (C-11a) résultant de la réduction duaayle

d'origine. Le blindage net de deux C guaternairesiayau B (ex noyau A), C-6b (ex C-1&)

+13,1 ppm) et C-10a (ex C-4&) +6,8 ppm) combiné au blindage plus ou moorséquent des
positions restantes C-7 (ex C-AJ -5,7 ppm), C-8 (ex C-24Ad -2,2 ppm), C-9 (ex C-3Ad-1,4

ppm) et C-10 (ex C-440d -7,1 ppm) impliquent que les deux positions dél#es sont sensibles a

l'effet (-) d'un élément attracteur correspondant I'oxygéne du méthine oxy ci-dessus, lequel

conjugué a C-10 eortho et C-8 enpara, justifie le blindage en ordre décroissant de aegx

positions. S'il est aisé de comprendre le débliaddg C-10a par l'effet (-1) appuyé de l'oxygene

dihydrofuranique substitué par un C tertiaireeimble que le déblindage de C-6boeto soit en

Tableau 35: Caractérisation par RMN du squelette 4-oxy-isafteardu ptérocarpané?2 et du ptérocarpene33?®.

L2 L32 L33
H/C dc 5'H H/C 3 c 3H 3¢ 3'H
la 104,8 6b 117,9 106,4
1 110,4 6,77 7 104,7 6,72 94,1 ,027
2 143,9 8 141,7 145,6
3 149,5 9 148,1 144,7
4 100,9 6,45 10 93,8 6,43 97,3 6,73
4a 147,4 10a 154,2 150,5
6a 72,2 4,92 6 66,5 422et364 655 5,52
8 113,0 4 103,7 6,42 102,9 6,50
12 189,0 11a 78,5 5,47 147,7
12a 44,6 3,84 6a 40,2 3,47 119,2
2-OCH, 56,3 3,77
8,9-GCH, 101,3 5,92 et 5,89 101,4 5,99
3-OCH; 55,9 3,81

% ppm (CDC4).

L32 L33
maackiaine flémichapparine-B

roténone

contradiction avec le blindage attendu pour lui.rgalité, le comportement de C-6b est cohérent
parce qu'il est substitué par C-6a, un C tertidieéfet (+1) puissant qui va simultanément s'oppose

a l'effet (+M) de O-11 et délocaliser le doubteters C-7, la position non substituée. Dans ces
conditions, O-11 amorce la conjugaison avec le npydu coté opposé a C-6b par C-10.
Comparativement aux roténoides, C-6b (ex C-la) kendtre dans la méme situation de
substitution par un C tertiaire. En réalité ce s exactement le cas puisque au-dela de C-6a, se
trouve C-11a, un C dml'effet (+1) synergique a l'effet (-I) du noyawamatique alors que dans les

roténoides, le carbonyle (C-12) exerce dest®f{-1) et (-M) compétitifs a celui du méme noya
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aromatique. En conséquence le compas® est identifié au 3-hydroxy-8,9-méthyléene-
dioxyptérocarpane connu sous le nom de (-)-maawkifsUGINOME, 1962], reporté une seule

fois auparavant dans le gerenchocarpugBLATT et al, 2002].

De caractére plus lipophile, le compas@ ne présente que deux différences structurales
avec le composé précédent (Tableaux 34 et 35).rbumpgment méthoxyled(55,4 ppm ;0 3,80
ppm) remplace la fonction phénolique en positiat @ne liaisort prend place en 6a, transformant
les deux carbones tertiaires correspondanisszgien C quaternaires C-6a {19,2 ppm) et C-11a
(6 147,7 ppm). Ces deux modifications sont a I'oggile variations appréciables (-11,5 pp@d<
+3,9 ppm) sur toutes les positions carbonées adf#ion de C-4 (variation non significative), C-6
(Ad -1,0 ppm). Trois positions C-3A% +3,8 ppm), C-840 +3,9 ppm) et C-1040 +3,5 ppm)
sont, comme attendu, déblindées ; la positiparaCHO qui exerce un effet (-1) supérieur a celui
de I'hydroxyle antérieur et les positions 8 et Hd [a réduction de l'effet (+M) de l'oxygene
conjugué O-11 inclus a présent dans une conjugaisoipétitive a travers 1la. A l'inverse, sept
positions sont blindées ; elles se répartisserd danx groupes qui se distinguent par I'amplituge d
la variation : -3,7 ppm 4d < -2,6 ppm pour C-2, C-9 et C-10a et -11,2 ppd< -7,1 ppm pour
C-6b, C-7, C-1 et C-1a ; C-Ad -2,6 ppm) est soumis a l'effet (+M) renforcéQld;O alors que
C-9 (Ad -3,4 ppm) et C-10aA9d -3,7 ppm) sont tous les deux soumis a l'effet (d)O-11 a
travers la position 11a. Le groupe le plus blingéoenstitué de C-1A$ -11,2 ppm), C-1a/d -7,1
ppm), C-6b Ad -11,5 ppm) et C-740 -10,6 ppm) ; C-1a est blindé par le renforcementiad
conjugaison de O-5 avec C-la pour se poursuivre @eBa et le noyau B pour affecter également
C-7. La position 6b est quant a elle blindée siemément par I'annulation de l'effet (+1) du
substituant alkylé antérieur qui délocalisait lellolet 1t correspondant et s'opposait aux deux effets
(+M) des oxygenes conjugués O-11 et O-9 et patidaon de l'effet (+M) de 0O-9. Le
comportement de C-1 semble a priori incompréheasibhldevrait se blinder tres Iégérement du fait
de la compensation des effets (-1) renforcé dg@plar rapport a OH, (-I) réduit de O-5 dont I'effet
(+M) est accentué a présent et l'effet (-I) réddeé O-11 inclus dans une conjugaison
supplémentaire. En réalité C-1 est coplanaire deebenzofurane voisin donc soumis a son
encombrement, a proximité de l'oxygéne hétérocyelidpe formule brute £H1,05 (M™ m/z296 ;
obs. 296,0679000 ; calc. 296,0684737), le compsséest de ce fait, identifié au 3-méthoxy-8,9-
meéthyléne-dioxyptérocarpene. Dénomme flémichappaBifADITYACHAUDHURY et GUPTA,
1973], il est signalé également une seule fois tlagenrd_onchocarpu§GOMESet al, 1981].

3.DIVERS

Une quinone et un cinnamate d'acide gras sontupggoici.
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3.1. Diméthoxybenzoquinone

Issu de la fraction F6 (340 mg) de la colonne degiroupant la chalcone., les 13homo
13-oxa-didéhydroroténoides3 etL27 ainsi que la 12&-hydroxyroténone.3, le composé34 est a
la fois plus coloré et plus polaire que la chalconeEn RMN (Tableau 36), les spectres se limitant
a quatre signaux pour le carbone et seulement gdeuxle proton, impliquent la nature différente
de ce produit par rapport a tous les précédemrtgrésence d'un méthoxyl@ %7,1 ppm ;0 3,90

ppm) ainsi que l'absence de toute fonction dwyle excluent simultanément les hypothéeses ester

Tableau 36: RMN 'H (400 MHz) et**C (100 MHz) du composé34 (3 ppm).

H/C 3¢ (cDcCk) 'H (CDCL) H (CsDe)

12 178,9 HaCO o)
3,6 103,0

45 163,7 5,78 5,18s HCO o)
OCH, 57,1 3,96 2,74s

L34

méthylique § OCH; << 57 ppm) et acide carboxylique conjugué peu @btdbpour le C quaternaire
a0 178,9 ppm qui est donc identifié a un carbonylerigue relativement blindé. Pour justifier le
blindage de cette fonction, le groupement méthorglié occuper une position conjugueéel®3,7
ppm) permettant de placer le carbone tertiairdiveliaent blindé § 103,0 ppm D 5,77 ppm) entre
les deux groupements précédents. L'enchainefnherd@thoxypropénone 1,3 disubstitué ainsi défini
doit étre substitué par son symétrique donc incdass un cycle quinonique. Le résultat doit
correspondre a l'une des trois hypothéses 2,3-boxrg{p-quinone, 2,5-diméthoxg-quinone ou
4,5-diméthoxye-quinone. Le blindage remarquable des méthoxylds-(,16 ppm) dans §Ds
indiquant que les méthoxyles ne sont pas situés dptix substituants, puisque accessibles au céne
d'anisotropie du solvant, permet d'éliminer I'hygse 2,3-diméthoxg-quinone. En conséquence
le composé 34 doit correspondre a la 4,5-diméthossgguinone ou a la 2,5-diméthoxyguinone.

Le blindage net du carbone tertiai@ 03,0 ppm 3 5,77 ppm) est conforme a une position non
conjuguée a un groupement deffet (-M). En consécgie nous retenons a I'heure actuelle
I'hypothese 4,5-diméthoxg-quinone ; ce choix est en accord avec le débliad#r du méthoxyle
(657,1 ppm D 3,90 ppm) situé sur une position déblind®&§3,7 ppm) parce que sous l'effet (-I)
de OCH voisin etf3-conjuguée au carbonyl® (78,9 ppm) relativement blindé par le méthoxyle

conjugué et par la répulsion exercée par son sygquétena.
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3.2. Acide coumaroylpalmitique

Ce composé est isolé de la fraction F10 (251 mgyegroupe les dérivés dihydroxylés de
roténoides. Les spectres de RMN (Tableau 37) muintteux structures partielles distinctes, une
partie E)-cinnamique et une partie aliphatique a longuérehlnéaire. La structure cinnamique est
immédiatement identifiée en RMNH & un reste H)-p-coumaroyle sur la base d'un noyau
aromatiquep-disubstitué caractérisé par deux doubléts (6 Hz) ad 7,41 ppm (H-2',6") eb 6,84
ppm (H-3',5") ainsi que par deux autrés15,9 Hz) & 7,62 ppm (H-7") ed 6,25 ppm (H-8"). Ces
résultats sont en accord avec ceux de la RMB! qui précisent, outre les C porteurs des H
précédents (aromatiquesdal29,9 ppm ed 115,9 ppm ; éthyléniques&144,5 ppm ed 115,5
ppm), trois C quaternairesddl67,8 ppm (C-9')% 158,0 ppm (C-4") 8 127,0 ppm (C-1"). La partie
aliphatique est une chaine linéaire eg €nstituée exclusivement de carbones pairs,150€H

et une fonction acide carboxylique (C-& 78,5 ppm) dont I'hydroxyle est invisible en RNV

Tableau 37: RMN H (400 MHz) et**C (100 MHz) du composié35 [5ppm ( Hz) ; CDCH].

HIC H
1 178,5
2 33,8 2,346l.(7,2)
3 26,0 1,68
4-14 29,4 (x4) 1,26
29,5 (x2)
29,4 (x2) 0
29,2 (x2) 7 16
29,0 N O/\M;\(EOOH
15 28,7 1,67h
16 64,7 4,20(6,6) HO
1 127,0
26 1299 7,44 é1.(7,6) L35
35 1159 6,841 (7,6)
4 158,0
7 144,5 7,621 (15,9)
8 115,5 6,25l (15,9)
9 167,8
4-OH 6,55

En plus du méthylene (GH2 ad 33,8 ppm 3 2,34 ppm, tJ=7,2 Hz) ena du carboxyle, la chaine
renferme un méthylene encore plus déblirdé4,7 ppm 9 4,20 ppm, tJ=7,2 Hz) en accord avec
uneO-liaison a I'extrémité distale de la fonction acifi@ conséquence, I'enchainement aliphatique
est celui de l'acide 1@}-p-coumaroyloxypalmitique ou du 16-hydroxypalmitate ¢E)p-
coumaroyle. La premiére hypothése est retenueisonrdes déplacements chimiques cinnamiques
aod 167,8 ppm (C-9') ed 158,0 ppm (C-4") qui indiguent clairement, conféement a l'acide-

coumarique, que la fonction HO-4' est lib@Q-4' variation non significative) et que le carplen
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est inclus dans une fonction est&¥d(-1,3 ppm). Cette conclusion est confirmée par les
déplacements chimiqué¥ et 'H de CH-3',5'$ 115,9 ppm eb 6,84 ppm) qui ne subissent aucune
variation. En conclusion, le composé nouveas répond a la structure acide lBHp-
coumaroyloxypalmitique, en accord avec la formuietd GsH3sOs déduite de MNam/z 441 en
ES. Dans la famille des Fabacées, seul le gé&mnythrina [WANDJI et al, 1990] (tribu des
Phaseolées) est décrit renfermer deux alkpdesumarates enjfget G Généralement, le groupe
des cinnamates d'alcools gras linéaires enaCGy, se présente le plus souvent sous fopne
coumarate et rarement férulate d'alkyles linéaidkstribués a travers moins de dix familles
botaniques dont principalement les Abiétacées [&B et al, 1978], Apocynacées [DOBHAL
et al, 1999], Astéracées [MAHMOOABt al, 2003], Composées [AL-HAZIMét al, 1992 ; HU et
FENG, 2000], Convolvulacées [TORt al, 2000], Musacées [del RI& al, 2004], et Rosacées
[LIN et al, 1999]. Le cinnamate décrit ici est le premienrbee de ce groupe a porter une fonction

alcanoique.

4. TRACES

Outre les composés précédents, l'extrait benzérdgseracines dé. nicou a permis de
recueillir les trois composése-L38 a I'état de traces, des métabolites dont I'anahgsemplete est
en cours. A I'neure actuelle, les structures reisraont celles de dérivés monohydroxylés de la

roténone pour3e etL37 et celle d'une diméthylpyranoisoflavone poss.

4.1. Hydroxyroténoides

Les deux composasé et L37 dérivent de la roténone comme le montrent leurstege de
RMN (Tableau 38). lls sont, comme attendu, de élares différente justifiée par la présence d'un
hydroxyle phénolique chélaté darsy (0 12,43 ppm) et celle d'un hydroxyle alcoolique diaass(d
5,43 ppm). Comparativement aux spectres de RMNadeoténone, ces deux composés sont
identifiés respectivement a Ig-Bydroxyroténonel(36) et a la 11-hydroxyroténone ou sumatrol
(L37). Ces résultats sont confirmés par les donnéemobs pour leurs homologues respectitset
L21 dérivant de la déguéline (Tableau 16). Contrairdna@nsumatrol L(37) répertorié depuis fort
longtemps dans plusieurs genres des Fabab&gsq, Indigoferg Millettia, Piscidia et Tephrosia
[ROBERTSON et RUSBY, 1937 ; HARPER, 1940 ; FALSHAWt al, 1966 ;
VENKATARATNAM et al, 1987 ; RAOet al, 1992] mais tout récemment dans le genre
Lonchocarpus[BLATT et al, 2002], le compos&36 dont I'analyse doit étre complétée par
spectrométrie de masse est actuellement ident#igs @iephrosia pentaphylldDAGNE et al,
1989].
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Tableau 38: RMN H (400 MHz) et**C (100 MHz) des roténoidé®, L36 et L37 [5ppm ( Hz) ; CDCH].

L2
HIC C H
1a 104,8
1 110,4 6,75 él.
2 143,9
3 149,5
4 100,9 6,45
4a 147,4
6a 66,3 4,6dd (3,1 12,0)
603 4,18d él.(12,0)
6a 72,2 4,92n
7a 158,0
8 113,0
9 167,4
10 104,9 6,5@ (8,6)
11 130,0 7,841 (8,6)
1la 1134
12 189,0
12a 44,6 3,84 él.(4,0)
4 31,3 3,321d(9,8 ; 15,8)
2,95dd (8,2 ; 15,8)
5 87,9 5,24 él.(9,0)
6' 143,0
7 112,6 5,0% él.
4,93s él.
8 17,2 1,75 él.
2-OCH; 56,3 3,75
3-OCH; 55,9 3,85

HIC BC H
1a 105,0
1 110,6 6,78 él.
2 1443
3 149,4
4 100,9 6,48
4a 144,3
& 92,3 5,781 (2,6)
6a 74,7 4,88d (2,6 ; 3,7)
7a 158,4
8 112%
9 167,3
10 104,9 6,46 (8,5)
11 130,0 7,88(8,5)
1la 1131
12 188,6
12a 40,6 3,94€1.(3,7)
4 31,3 3,381(9,8 ; 15,8)
2,98d(8,2 ; 15,8)
5 87,9 5,25 é1.(9,0)
6' 143,0
7 112,6 5,0% él.
4,93s él
8' 17,1 1,76 él.
2-OCH 56,3 3,75
3-OCH 55,9 3,81
6-OH 5,43

L37
H H
la
1 6,87s él.
2
3
4 6,465
4a
(574 4,61dd (3,1; 12,1)
] 4,17d él.(12,1)
6a 4,986él.(3,1)
7a
8
9
10 6,0 (8,5)
11
1lla
12
12a 3,85 él.(4,1)
4 3,28d(9,8 ; 15,8)
2,92d (8,2 ; 15,8)
5' 5,21 él.(7,0)
6
7 5,05s él.
4,95s él.
8' 1,74s él.
2-OCH; 3,79s
3-OCH; 3,82s
11-OH 12,43l

#Valeurs interchangeables dans la méme colonne.
o

L36

L37



4.2. Diméthylpyranoisoflavone

Ce composé est rencontré a I'état de traces enagmi@pdes métabolites dihydroxylés de
roténoides et de I'acigecoumaroylpalmitique. Le spectre de RMN (Tableau 39) indique pour
cette molécule le noyau aromatique 1,2,3,4 tétit@ub permanent, dans cette espéce par les deux
doublets J=8,7 Hz) ad 6,84 ppm ed 8,19 ppm ; le proton le plus déblindé est situértho du
carbonyle habituel et le proton le plus blindé reente par contre eartho et enpara d'oxygenes
hétérocycliques. Les doubletd=0,8Hz) ad 6,33 ppm (1H) etd 5,64 ppm (1H) combinés au

singulet ad 1,49 ppm (6H) permettent d'identifier un noydiméthylpyrane dans le voisinage du

Tableau 39: RMN H (400 MHz) du compos&38 [3ppm (J Hz) ; CDCH].

H H

7,93

8,1 (8,7)
6,84d é1.(8,7)
6,80d (1,8)
7,06d (1,8)
-OCH 3,905

6,33d él.(9,8)
5,64d (9,8) L38
' 8" 1,4%

NUuROONOGN

proton aromatique & 6,84 ppm qui présente un élargissement de raigpa@ble a celui du
proton éthylénique & 6,33 ppm. Le deuxiéme noyau aromatique est 1;8rdsubstitue ; il ne
porte que deux protormmetacouplés J=1,8 Hz) ad 7,06 ppm et 6,80 ppm. L'existence d'un
singulet trés déblindé & 7,93 ppm, implique simultanément que ce protoncesjugué a un
groupement d'effet (-M) correspondant au carboaoiytiessus et qu'il est situé sur un carbOH&.

En conségquence ce composé doit dériver d'une ditpgthnoisoflavone dont le noyau B doit
porter le seul méthoxyle visibled3,90 ppm. Pour respecter I'absence de symétre deyau, ce
groupement doit étre situé ertho du proton & 7,06 ppm. Ce composé est donc identifié a la4',5'
dihydroxy-3'-méthoxy-6",6"-diméthylpyrano(7,8:2")&oflavone, un produit naturel nouveau qui
nécessite un complément d'analyse par spectrontrimasse et par RMNC aprés isolement

d'une quantité supplémentaire.

Au terme de l'analyse structurale des 38 meétalsolgelés del. nicou il apparait 18
composeés déja connus dans le gémmechocarpusontrairement a 20 composés qui y sont décrits
pour la premiére fois et parmi lesquels, 13 moksgbnt originales.

Outre les quatre roténoides majeurs (roténone, éliéguet leurs dérives 1Renhydroxylés) de
distribution courante dans les Fabacées, le Tabl@atassemble 12 roténoides mineurs et deux
ptérocarpanes de distribution plus limitée démdamille et plus particulierement dans lenige
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Tableau 40: Liste des produits mineurs connus et répertatass le genreonchocarpus.

12a0-HydroxyroténongL3) L. subglauscens Magalhaest al, 1996
résine de cubé (utilis etL. urucy Fang et Casida, 1999
12a0-HydroxydéguélingL17) " "

Acide 12§-hydroxyrot-2'-énoniqueé.31)
7'-Nor-6'-0x0-4',5'-didéhydro-13ahydroxyroténonéL9)

Toxicarol(L21)

Sumatrol(L37) L. fluvialis Blattet al, 2002

L. salvadorensis Birchet al,, 1985
6a,12a-Didéhydroroténoneto) L. longifolius Gomest al, 1981

L. urucu

résine de cubd_( utilisetL. urucy Fang et Casida, 1999

6a,12a-Didéhydrodéguélirie24)
6a,12a-Didéhydro-6-oxoroténone12)
6a,12a-Didéhydro-6-oxodéguélifle26)
13-Homo13-oxa-6a,12a-didéhydroroténomes) résine de cubd ( utilis etL. urucy Fang et Casida, 1997
13-Homo13-oxa-6a,12a- didéhydrodéguéliner)

MaackiaingL32) L. fluvialis Blattet al,, 2002

Flémichapparine-BLB3) L. urucu Gomest al, 1981

Lonchocarpus Ces roténoides basés systématiquement sur lmorméet la déguéline et
accessoirement sur l'acide rot-2'-énonique, sertigpent en six dérivés hydroxylés 2813 et
L17), 12&3- (L9 etL31), 11- (21 etL37), quatre dérivés 6a,12a-didéhydrozq| L12, L24 etL26) et
deux dérivés 1Biomoel3-oxa-6a,12a-didéhydroti3 et L27). A I'exception du sumatrolLg7), ils
sont tous retrouvés dans l'extrait commercial diangeL. urucu et L. utilis (résine de cubé). A
I'inverse, un seul composeé est identifié dans ledrg autres espéces : le sumatrol darikivialis
et L. salvadorensis la 12a-hydroxyroténone 13) dans L. subglauscenset la 6a,12a-
dihydroxyroténonel(10) chezL. longifoliusainsi que chek. urucuqui entre dans la composition
de la résine de cubé. Outre les roténoides, répestantérieurement dans le gehmnchocarpus
L. nicourenferme également un ptérocarpar®) limité a L. fluvialis et un ptérocarpene.33)

signalé exclusivement dahsurucu

Parmi les vingt composés décrits ici pour la preenféis dans le genleonchocarpussept

sont rares et treize sont originaux.

Les composés rares (Tableau 41) sont représentéxpaténoides : l'acide rot-2'-énonique
(L30), trois dérivés hydroxylés de la roténone et deldguéline, B- (L36), 63- (L20), 63,1243-
(L22), ainsi que deux autres 6-hydroxylés de la didétgé@guélinel(25) et de la didéhydroroténone

(L11). Le septieme composé,5-diméthoxye-quinone est inconnu dans le monde végétal.
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Tableau 41: Liste des produits mineurs connus mais non tépés dans le genteonchocarpus.

Acide -rot-2'-énonique_30) Millettia pachycarpa Singhalet al, 1982
6B-HydroxydéguélingL20) Mundulea sericea Luyengiet al, 1994
6B-HydroxyroténoneL(36) Tephrosia pentaphylla Dagneet al, 1989
6[,1283-DihydroxydéguélingL22) Mundulea sericea Luyengiet al, 1994
6-Hydroxy-6a,12a-didéhydroroténona1) Amorpha canescens Piataket al, 1975
Tephrosia candida Kole et al, 1992
6-Hydroxy-6a,12a-didéhydrodéguélirezs) T. candida Peireiraet al, 1999

A l'exception de.11, cité dans les deux esped@morpha canesceret Tephrosia candida
les autres métabolites ne ssignalés qu'une seule fois dans l'une ou l'autseFdbacéeMlillettia
pachycarpa, Mundulea sericedephrosia candidaet Tephrosia pentaphyllatoutesregroupées

dans la tribu des Millettiées.

Les composés originaux isolés denicoy sont représentés par six roténoides, dexwo

roténoides, deux coumaronochromones, une chalooedsoflavone et un cinnamate d'acide gras.

Les roténoides se divisent en quatre dérivés hytiexet deux qui ne le sont pas. Parmi les
hydroxyroténoides, deux se rapportent a la roténgd2#3-diOH- (L5) ainsi que 6',7'-époxy-
12e3-OH- (L7) et deux autres concernent la déguéline, 7'-Qkb) (et 128,7'-diOH- (23). Les
deux derniers 6',7'-époxyt6) et 6'nor-6'-oxo-4',5'-didéhydro-Lg) proviennent de la roténone par
oxydation de la chaine prénylée cyclisée. Les didérvés hydroxylés de la déguéline ont en
commun la 7'-hydroxylation, substitution a laquelle roténone semble indifférente chez
Lonchocarpusou elle n'est signalée que dans lafl2ar7'-trinydroxydéguéline issue de l'extrait
résine de cubéL(utilis etL. urucd [FANG et CASIDA, 1999]. Contrairement a lagdéline, la

R R
LS L19 H L6 H L8
L23 OH L7 OH

roténone est sensible a deux types d'oxydatiorraipepyle, par époxydation ou coupure oxydative
combinée a la 4',5'-déshydrogénation chemnicou Alors que la coupure oxydative est rapportée
pour la deuxieme fois dans ce genre, I'époxydat®la roténone y constitue un caractére nouveau.
Les secoroténoides et les coumaronochromones sont consnéélévés de roténoides, également

apparentés a la roténona4 etL15) et a la déguélina£s etL29). lls représentent deux caracteres
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L15 L29 L14 L28

nouveaux dans le genteonchocarpus La coupure oxydative de la liaison C(12)-C(12ajag
probablement a 'origine des divers typeseéearoténoides, composés rares dans le monde végétal
et la cyclisation de 2'-hydroxyisofavones engeraitdes coumaronochromones naturelles dont le
nombre total est évalué a une quarantaine. Patele@s métabolites14 etL28, L. nicoupartage la
méme capacité d'accumulation que les trois gebeess [LIN et KUO, 1993],Millettia [RAJU et

al., 1981] etPiscidia[DELLE et al, 1984, TAHARAEet al, 1993] des Millettiees auxquelles est
également rattachée cette espéce. ParallélementsedeoroténoidesL1s et L29 semblent
biogénétiquement plus proches des trois dérivéspisalactonique et/ou cétonique @ephrosia
candida[ANDREI et al, 2002] que de la chromanylphénoneRkris trifoliata [YENESEW et

al., 2005].

La chalconeL1 et l'isoflavoneL3s, deux pyranopolyphénols ainsi que l'estgs sont les
représentants uniques de leurs classes respedii@es cette espece. Malgré la présence
systématique de chalcones dans les Millettiees [FUEt al, 1977 ; ISLAMet al, 1980 ; LINet
al.,, 1991 ; LIN et al, 1992, ANDREI et al., 2000] et plus particulierement dans le genre
LonchocarpugGONCALVES et al, 1975 ; DELLEet al.,1978 ; WATERMAN et MAHMOUD,
1985 ; El SAYEDet al., 1997 ; CUNHAet al.,2003], le métabolite1 est le premier représentant
de ce type chek. nicou Il se distingue, par la localisation de la prétigih sur le noyau B, de

toutes les chalcones prénylées sur le ndyadu genreLonchocarpusLe composé3s est la

OCH;4

HO O\J
SUYYe

OH o

L1 L38 L35

seconde isoflavone décrite dans cette espece [KADUAL al, 1986]. Appartenant a une classe
peu représentée dans le genre, elle est caraetgragela 3',4',5'-trioxygénation inconnue jusqu'a
présent chetonchocarpusLe cinnamate3s enfin, correspond a un nouveau type de métabolite
accumulé dans cette espece et signalé pour lagneifois dans la tribu des Millettiées. Par rapport
a ses homologues décrits dans moins de falimilles botaniques [SHIBUY /At al, 1978 ;
WANDJI et al, 1990 ; AL-HAZIMI et al, 1992 ; DOBHAL et al, 1999 ; LIN et al, 1999 ;
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TORI et al, 2000 ; MAHMOODet al, 2003 ; del RICet al, 2004], il est le seul a présenter une

fonction alcanoique libre.

Une mention particuliere concerne la 4,5-diméthd@~benzoquinone, jamais décrite en tant que
phytoconstituant contairement a la 2,5-diméthoxHdenzoquinone habituelle des Basidiomycetes
intervenant dans la décomposition du bois comdteeophyllum trabeurfJENSENet al, 2001] et
Pleurotus ostreatudAKHMEDOVA, 1996], rapportée comme phytoalexine guite par une
culture cellulaire de racine deanax ginsenglicitée aussi bien pdotrytis cinereaque par une
levure [KIM et al, 2001].

C. ESSAIS BIOLOGIQUES

Avant d’aborder les essais biologiques réalisédesumolécules majoritaires de nicou il
nous parait indispensable de faire un rappel sutiVité biologique des roténoides cités dans la

littérature.

|. RAPPEL SUR L’ACTIVITE BIOLOGIQUE DES ROTENOIDES

Tout d'abord les roténoides sont connus essentietiepour leur activité insecticide. Parmi
les roténoides naturels, la roténone (constituaafomtaire des racines de diverses Fabaceae
tropicales appartenant aux gent@erris, Lonchocarpus Millettia, Mundulea Tephrosiaetc.)
s’avere étre la plus active et la plus étudiéee Eéit trés toxique et possede une activité piscieid
larvicide dues a linhibition de I'oxydation du NAD: ubiquinone oxydoréductase (complexe I)
impliquée dans le processus de transport d'élextenn niveau de la chaine respiratoire de la
mitochondrie [RAVANELet al, 1984 ; UENCet al, 1994 ; FANG et CASIDA, 1998]. En 1993,
des propriétés antitumorales ont été reconnues @atte molécule car elle empéche la division
cellulaire en inhibant la formation des microtutsulgar la tubuline de maniere similaire a la
colchicine [Llet al, 1993]. Cependant le mécanisme de l'inhibitionladivision cellulaire n’est
pas encore clairement défini mais il sembleraitr@Boet déja que celui-ci n'a aucun lien avec
I'inhibition de I'oxydation du NADH [CUNNINGHAMet al, 1995].
Il a été démontré tout récemment que la roténooeopue chez les rats un effet similaire a celui de
la maladie de Parkinson [GREENAMYRH# al, 2001 ; WANGet al, 2002] et que cette molécule
est capable d'induire un processus apoptotiquangaaugmentation de la production au niveau des
mitochondries, des radicaux libres oxygénés hauteméactifs [Llet al, 2003 ; SIPO%et al,
2003]. Cette induction de l'apoptose par la roténest considéréee comme favorisant son effet
anticancéreux et comme étant une des principalesesade la maladie de Parkinson [TADA-

OIKAWA et al, 2003]. Cette derniére propriété montre I'utitie la roténone en tant qu'outil de
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production du modéle animal de la maladie de Padkinqui peut donc étre utilisée comme une
neurotoxine afin de comprendre les mécanismes giendéation des neurones [OR€Hal, 2003].

Il faut cependant noter que le mécanisme d'indna®|'apoptose par lequel la roténone entraine la
mort des cellules neuronales n'est pas encoredigim.

Parallélement a la roténone qui a fait I'objet dmhreuses études, on trouve en seconde position du
classement des roténoides les plus connus, solisamanstitutionnel, la déguéline. Cette derniére
induit, comme la roténone, un processus apoptosgu®ut au niveau des cellules cancéreuses de
la peau par inhibition du mécanisme bioénergétigitechondrial [HAIL et LOTAN, 2004]. Elle
réduit considérablement le risque d'induction chjunei du cancer de la peau chez la souris et celui
des tumeurs mammaires chez le rat [UDEANEBI, 1997]. Par ailleurs, elle posseéde une activité
inhibitrice de la croissance des cellules impliqudans le cancer du colon a travers une induction

apoptotique et I'arrét du cycle cellulaire [MURILLgDal, 2002].

ll. EFFETS DES ROTENOIDES SUR LA PROLIFERATION CELL ULAIRE ET
EVALUATION DE LEUR CYTOTOXICITE

La thématique de I'équipe de recherche "Biomolécele Thérapies Antitumorales" (EA
4021) a laquelle appartient notre laboratoire pedsentiellement sur la recherche de molécules
naturelles inhibitrices du développement des adlghncéreuses.

Dans ce cadre, notre laboratoire a élaboré unéégieaqui cible particulierement trois
différents niveaux dans le développement du caheenono-dépendant et surtout celui du cancer
du sein. Cette stratégie consiste a concevoir d#ggcues capables de bloquer les récepteurs aux
estrogenes ou d'inhiber I'aromatase (enzyme-clé aprocessus de canceérisation mammaire) ou
encore des molécules capables d'inhiber la pratifér cellulaire. C'est ainsi qu'en collaboration
avec le laboratoire de Biochimie et Biologie Molkire et celui de Chimie Thérapeutique, quatre
molécules majoritaires ; roténone), 12§3-hydroxyroténonel@), déguéling(L16) et téphrosine
(L18) isolées dd.. nicouont été sélectionnées afin de réaliser des test®estrogénique, anti-
aromatasique, antiprolifératifs et de cytotoxicité.

Les effets de ces molécules sur I'aromatase e€tepteurs aux estrogenes sont actuellement en
cours d'analyse.

En ce qui concerne les tests antiprolifératifs eetcgtotoxicité, ils sont mis au point et réalisés a
laboratoire de Biochimie (Faculté de Pharmacie dmobes) sur les quatre molécules citées
auparavant et choisies essentiellement par rapdetir quantité.

L'effet des roténoides sur la prolifération celiaainsi que I'évaluation de leur cytotoxicité son
effectués sur deux types de lignées cellulaires :

- lignée 1547 constituée de cellules adhérentefiqué®es dans le cancer des os (ostéosarcome).
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- lignée HEL (Human Erythroleukemia) constituée agdlules en suspension impliquées dans le

cancer du sang (leucémie).

1. Effets des roténoides sur la prolifération cellaire (test au MTT)

Le test au MTT [MOSMANN, 1983] est utilisé pour &wr le nombre de cellules viables. Il
est basé sur la réduction du MTT [3-(4,5-diméthgltbl-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium bromide]
de coloration jaune en cristaux bleus de formazanume enzyme mitochondriale, la succinate
déshydrogénase. Les cristaux de formazan forméssstubilisés par le mélange de 10% de SDS
(sodium dodecyl sulfate) et de 0,01 N d'HCI. Lautioh bleue ainsi obtenue est quantifiée par
spectrophotométrie a une longueur d'onde de 550 hiactivité enzymatique de cette
déshydrogénase mitochondriale étant proportionel&e viabilité des cellules, la lecture de la DO
donne directement la cinétique de la prolifératoetiulaire. Ce test est utilisé pour comparer la

croissance des cellules contrdle a celle des esllwaitées par les molécules.
1.1. Mode opératoire

1.1.1. Lignée cellulaire 1547
Les cellules étudiées sont issues de la lignée @i$Teéosarcome humain, fournies a titre gracieux

par le Professeur M. Rigaud (Laboratoire de Biodhjiaculté de Médecine de Limoges, France).

- Culture cellulaire et traitements

Les cellules 1547 sont ensemencées en plaques i85 (3000 cellules/cfsoit 1200
cellules/puits) et cultivées pendant 72 h dansi @ milieu de culture contenant des sels de Earle
et 'HEPES (ou N-[2-hydroxyéthyl]pipérazine-N'-[fhanesulfonique], 25 mM) (Eagle's MEM,
Minimum Essential Medium, GibcoBRL). Ce milieu esbmplété par la glutamine (2 mM,
GibcoBRL), par les antibiotiques pénicilline/stremptycine (100 U/ml et 10Qg/ml, GibcoBRL) et
par 10 % de sérum de veau fcetal décomplémenté (SNSEoOBRL).
Apres 72 h de prolifération, les cellules sont bage exponentielle de croissance, phase a partir de
laguelle les cellules sont traitées ou non pardésnoides2, L4, L16 etL18. Une solution mére de
ces composéa 10° M est préparée dans le DMSO puis diluée dans dieumile culture pour
obtenir différentes concentrations (@61, 10 uM, 1 uM, 0,2 uM, 0,1 uM). La méme quantité de

DMSO est ajoutée dans les cultures témoins.

1.1.2. Lignée cellulaire HEL

La lignée "Human Erythroleukemia"™ (HEL) provient déAmerican Type Culture
Collection" (ATCC) et nous est gracieusement foeipar le Pr. J. P Cartron, directeur de l'unité
INSERM U76. Cette lignée a été obtenue en cultivlast cellules mononuclées du sang circulant

d'un malade qui présentait une érythroleucémiesagmission d'une maladie de Hodgkin.
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- Culture cellulaire et traitements

Les cellules HEL sont ensemencées en plaques &§ puine densité de *éellules/ml de
milieu de culture soit 0cellules/puits dans 10@ de milieu. Le milieu utilisé est du RPMI 1640
complémenté par 10% de SVF, 1% de pyruvate de spdi% d'HEPES et par une solution de
pénicilline/streptomycine (100 U/ml et 10Qg/ml). Les cellules sont cultivées en étuve
thermostatée a 37 °C dans une atmosphére humidé) (ec 5% de CO Aprés 24 h de
prolifération les cellules en phase exponentielectbissance sont traitées ou non par les quatre
composés & tester. Une solution méreL@le 4, L16 etL18 & 10° M) est préparée dans le DMSO
puis diluée dans du milieu de culture pour obtdifférentes concentrations (264, 10 uM, 5 uM,
1puM, 0,1 uM, 0,05 uM, 0,025 uM, 0,01 pM). La méme rmjité de DMSO est ajoutée dans les
cultures témoinPour les cellules 1547, le traitement dure de 26 & alors que pour les cellules
HEL il varie entre 24 et 72 h.
Pour chaque temps étudié, un test de proliférasiméalisé : 1@l de la solution MTT (Sigma) (5
mg/ml, en tampon PBS) sont ajoutés dans chaqus aoélysé. Apres 4 h d'incubation a 37°C en
atmosphére humide, 1Q0 d'une solution de lyse (SDS : 10% ; HCI : 0,01sNiht ajoutés par puits
de la plaque d'analyse, qui est de nouveau incl@@é@ toute la nuit. La solution de lyse permet de
détruire la membrane cytoplasmique des cellules dé libérer dans le milieu de culture les
cristaux de formazan formés. La plaque est enggitée quelques secondes pour homogénéiser la
coloration. L'absorbance est mesurée a une longliende de 550 nm, a l'aide d'un lecteur de
plagues ELISA (Multiskan EX, Labsystems). Les btade lecture correspondent & du milieu sans
cellules contenant du MTT et la solution de lyse.
Les résultats sont présentés en pourcentage didlsooalculé grace a la relation suivante :

(DO moyennedes cellules traitées (n = 6) / Dfennedes cellules contréle) x100 * écart type

1. 2.Résultats et interprétations

Les résultats obtenus sont représentés ci-deseaas@me de graphique ou nous avons en
abscisse le temps qui s'est écoulé aprés le teaitedes cellules par la molécule a tester et en
ordonnée le pourcentage de prolifération des edltlaitées par rapport a celle des cellules de
contréle (100%).

Lignée 1547

Tous les composeés testés montrent une activitprahitérative sur les cellules de la lignée
1547 a des concentrations de 28, 10 uM et de UM (Figure 13 a 16).
Les différentes concentrations de la roténang gont responsables d'une inhibition de prolifératio
comprise entre 40% et 60% d'inhibition dés 48 hvguévoluer jusqu'a 80% d'inhibition & 96 h pour

les concentrations de 28M, 10 uM et de LM. La 128-hydroxyroténonel@) présente le méme
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profil pour les concentrations de g, 10 uM et de M alors qu'a des faibles concentrations (0,2
MM et 0,1 uM) l'activité antiproliférative est pratement inexistante. Quant a la déguélins)(et

a la téphrosineL(s), elles présentent les mémes profils d'activitésrpaur les concentrations de 25

MM et de 10uM on obtient un pourcentage d'inhibition de plus7@& dés 48 h qui va atteindre

pratiquement 90% a 96 h apres traitement. Pourdesentrations de 0,2 uM et de 0,1 uM, on ne
remarque pas d'activité antiproliférative significa alors qu'a UM le maximum d'inhibition est

de 40% environ.

Lignée HEL

Pratiquement toutes les concentrations présenteat activité antiproliférative sur les
cellules HEL. Pour les composéxset L4, on obtient pratiguement le méme profil d'inhibitioour
toutes les concentrations sauf celle de 0,01 pM mgste moins efficace pour la TRa
hydroxyroténonel) que pour la roténone2). En effet concernant ces deux molécules, hormis
cette concentration de 0,01 uM, toutes les autbesantrations a 48 h montrent un pourcentage
d'inhibition supérieur a 60% et qui va méme alleidala de 90% a 72 h de traitement. Quant a la
déguélineL16 et a la téphrosine1s, elles apparaissent moins actives que la rotéfianeet la
1283-hydroxyroténonel4) (Figure 17 a 20) mais présentent un meilleur pduse-réponse (plus
la dose augmente plus l'inhibition de proliférateEst importante) : ce qui n'est pas le cas pour la

roténone I(2) et la 128-hydroxyroténonel@) pour lesquelles toutes les doses semblent actives.

Lignee 1547
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Figure 13: Prolifération cellulaire relative en présencdaleoténonel(2).
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Figure 14: Prolifération cellulaire relative en présencdal&2#-hydroxyroténonel(4).
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Figure 15: Prolifération cellulaire relative en présencdaldéguélinel(16).
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Figure 16: Prolifération cellulaire relative en présencdal&éphrosine ou 1Bahydroxydéguélinel(18).
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Figure 17: Prolifération cellulaire relative en présencdaleoténonel(2).
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Figure 18: Prolifération cellulaire relative en présencdalé2#-hydroxyroténonel(4).
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Figure 19: Prolifération cellulaire relative en présencdaldéguélinel(16).
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Figure 20: Prolifération cellulaire relative en présencdal&éphrosine ou 1Bahydroxydéguélinel(18).

2. Test de cytotoxicité : Activité de la lactate d#hydrogénase (LDH)

La cytotoxicité des composés?, L4, L16 et L18 est étudiée a l'aide du kit LDH
« Cytotoxicity Detection kit » (Roche Diagnostic€e kit est une méthode précise, rapide, simple,
basée sur la colorimétrie. Il permet de quantikercytotoxicité par la mesure de l'activité de la

LDH. Cette activité est déterminée grace a la rda@nzymatique (Figure 21) en 2 étapes.

coo coo
O2N Lactate Pyruvate

NADH + H*
+HN—N
cr
H /
N—N catalyseur /©/

sel de formazan sel de tétrazolium
(rouge) (jaune)

Figure 21
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Dans la premiére étape, le NARst réduit en NADH+Hgrace a l'activité de la LDH (enzyme
responsable de la conversion du lactate en pyruvate

En ce qui concerne la deuxiéme étape, le NA&Bt régénéré par transfert de deux hydrogénes sur
sel de tétrazolium (jaune). Cette derniere réadméroule en présence d'un catalyseur et permet
d'obtenir le sel de formazan (rouge).

Les agents toxiques entrainent la rupture de la breme plasmique et la fuite d’enzymes
cytosoliques comme la LDH qui sont libérées damsileu de culture.

2. 1. Mode opératoire

Les cellules sont ensemencées en plaques 96dauits 200ul du milieu de culture (1200
cellules/puits 1547 et 2.16ellules/puits HEL) puis traitées ou non pan@d, 5 uM, 0,1 uM, 0,05
UM et 0,01 uM de chacune des molécules. Ce traiteméeervient 72 h apres I'ensemencement
pour la lignée 1547 et 24 h pour la lignée HELwedle 24 a 48 h. Comme témoin, on dispose de :
- controle négatif c'est-a-dire cellules + miliewlk
- ttmoin c'est-a-dire cellules + milieu + DMSO.
- contréle positif c'est-a-dire cellules + milieul®o Triton X-100 qui va lyser completement les
cellules
A la fin du traitement, les plaques de culture smmtrifugées pour culotter les cellules et ib@e
surnageant sont récupérés et transférés dans umelleoplaque d'analyse. On rajoute ensuite 100
ul de réactif composé de NADdu catalyseur, du sel de tétrazolium et du lacti® sodium. La
plague est mise a incubation 30 min a RT et adlotite. L'absorbance est mesurée a une longueur

d'onde de 492 nm, a l'aide d'un lecteur de plagabsystem.

2. 2.Résultats et interprétations

Les résultats obtenus pour les tests de cytotéxsant représentés ci-dessous sous forme de
graphique ou nous avons en abscisse les diversesrtoations (2@M, 5 uM, 0,1 uM, 0,05 uM et
0,01 uM) des quatre composés et en ordonnée, lecgriage des cellules lysées (donc la
cytotoxicité) par rapport a la lyse maximale (10@%denue avec le triton X-100.

Lignée 1547

Au bout de 24 h, On remarque que seule les coratemts de 2QuM de la roténoneLg) et
de la 128-hydroxyroténonel4) montrent vis-a-vis des cellules de la lignée 164& cytotoxicité
supérieure a 20%.
Au bout de 48 h, la concentration de|#@ présente pour toutes les molécules a part latdspte,

une toxicité au dela de 20%. La roténone et |3dRalroxyroténone apparaissent comme étant les

138



composés les plus cytotoxiques. D’ailleurs seuks aeux composés sont cytotoxiques pour une

concentration de M (Figures 22 et 23).

Lignée HEL

La roténone est le seul composé qui montre unegitgctiytotoxique a plus de 60% pour
C=20puM a T=24 h. Au bout de 48 h a C=0,1 uM alors qugecmolécule ne manifeste pas de
cytotoxycité, elle inhibe néanmoins de 40% envieoprolifération des deux lignées cellulaires.

A 48 h les concentrations de g et de 5uM sont cytotoxiques pour toutes les molécules
a I'exception de la téphrosine (Figures 24 et 28)snecomme le montrent les résultats précédents,
ces molécules inhibent également la prolifératiatea concentrations largement inférieures celles

citées ci-dessus.

Lignée 1547
T=24H
120
T e e i
L e | e
e
S
X 60
o
1S
B3
o
% 40 +
S
20— -~
0

-20

Spontanée
Contréle +
Témoin

L2 0,01/uM
L2 0,05[uM
L20,1[uM
L2 5/uM

L2 20|uM
L4 0,01 [um
L4 0,05[uM
L40,1[uM
L4 5/uM

L4 20|uM
L16 0,01 |uM
L16 0,05 |uM
L16 0,1[uMm
L16 5/uM
L16 20 |uM
118 0,01 |uM
118 0,05 |uM
L18 0,1[uM
L18 5/uM
L18 20 |uM

T=24h

Figure 22: Cytotoxicité des quatre composés a différentesentrations au bout de 24 h

[L2 : roténonel 4 : 1283-hydroxyroténone .16 : déguélineetL18 : téphrosine (1d&hydroxydéguéline)].
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Figure 23: Cytotoxicité des quatre composés a différentexentrations au bout de 48h
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Figure 24 : Cytotoxicité des quatre composés a différentexentrations au bout de 24 h
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Figure 25: Cytotoxicité des quatre composés a différentexentrations au bout de 48 h
[L2 : roténonel 4 : 1283-hydroxyroténone .16 : déguélineetL18 : téphrosine (1d&hydroxydéguéline)].
3. Détermination et interprétation des concentratias inhibitrices de 50% des cellules (16)

La 1Cso des quatre molécules testées est calculée grééguation de la courbe ou de la
droite obtenue en reportant sur un graphique, lerqggmtage de prolifération en fonction les
différentes concentrations. Elle peut étre égalérnuendirectement sur le graphigque en déterminant
la concentration correspondante a 50 % de prolitéraSeul le graphique correspondant au calcul
de I'lGso de la déguéline sur les cellules HEL est représamnt(Figure 26). Les 16 des autres
composés sur les deux lignées cellulaires cancgsesent obtenues par le méme principe et sont

rassemblées dans le Tableau 42.
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100 =t \/ﬁ
80 J \/‘\‘
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—=—24h
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= Polynomial (72h)
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y =0,0077x? - 1,4616x + 99,536

y = 0,0068x” - 1,6583x + 100,95
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Figure 26: Détermination de I'lgyde la déguéline.
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Tableau 42: Activité antiproliférative des roténoides pasd, L16 et leurs dérivés 1BahydroxylésL4, L18.

activité antiproliférative (l§, nM) des composés testés

lignée cellulaire roténoné.2) 12#8-hydroxyroténonel(4) déguélinel(16) téphrosinel(18)

24h 102 1000 >5000 >5000
Lignée HEL 48 h 7 15 44 30

72h 4 10 36 22

24h >25000 >25000 >25000 50
Lignée 1547 48h 213 875 4988 5351

72h 121 707 4193 4319

En comparant I'activité antiproliférative des demembres d'un méme couple d'isomeres
constitutionnels, il apparait clairement que leleyE joue un rble important. En effet le cycle E
sous forme furanique (roténone et son dériv3dRairoxylé) confére une activité plus importante
a la molécule que dans le cas de la déguéline kt tphrosine. En outre, mis a part l'effet de la
déguéline et de la téphrosine sur les cellules H&1,2§-hydroxylation n‘améliore en aucun cas
l'activité antiproliférative de ces molécules. HEllieninue au contraire I'activité antiprolifératide

ces molécules et cette réduction est plus marqaiée ld cas de la roténone que de la déguéline.

4. Conclusion

L'étude de la croissance des lignées cellulairesérauses (1547 et HEL) s'est révélée
satisfaisante. Toutes les molécules, testées dignée 1547, présentent pratiguement les mémes
pourcentages d'inhibition a partir d'une conceiumacomprise entre M et 10 uM. Cette
concentration est encore plus faible lorsqu’il #'algs cellules HEL ou elle est réduite a 0,05 uM.
De facon générale, les dérivés a noyau PDiFe{ L4) semblent posséder une activité inhibitrice
de la croissance cellulaire plus marquée que legé&dea noyau DMPL({6 etL18). Aussi pour deux
molécules avec le méme noyau E, il semble que rieédé28-hydroxylé soit Iégerement moins
actif.

Les résultats issus des tests de cytotoxicité, rongue la roténone et son dérivé [3-2a
hydroxylé sont dotés d’'une toxicité plus importagte la déguéline et la téphrosine. De plus, il
semble que le dérivé 1Rdnydroxylé soit Iégérement moins toxique que somdlogue avec le
méme noyau E. Ainsi parmi les quatre composéssiektéoténoneLg) apparait comme étant le
plus cytotoxique suivie de la 124nydroxyroténonel@), de la déguélineL{6) et de la téphrosine

(L18).

Des deux tests (cytotoxicité et anti-prolifératiBalisés sur les deux lignées de cellules

cancéreuses : 1547 (cancer des 0s), HEL (cancsardy), la 12@-hydroxyroténone et la téphrosine
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apparaissent comme étant les molécules les pléregsantes. En effet elles sont moins
cytotoxigues que leurs homologues non-hydroxylgsossedent une activité antiproliférative dont
I'ICsp est de l'ordre du nanomolaire a 72 h pour lesllesliHEL (10 nM et 22 nM pour la 12a
hydroxyroténone et la téphrosine respectivemergs. firemiers résultats sur ces quatre molécules
permettent de noter une diminution de la cytoté&igrace a I'hydroxylation de la position 12a au
niveau des deux isomeres des roténoides panentst (16). lls montrent principalement que le
noyau E joue un rble de premier plan dans liniuibitde l'activité antiproliférative et sont
conformes aux résultats obtenus par Fang et Casiddlinhibition de Il'ornithine décarboxylase
(considérée comme indicateur de Il'activité antifgatif) et également sur les cellules cancéreuses
de foie de rat (lignée Hepa 1clc7) et celles degiee MCF-7 ou l'activité antiproliférative (46
de l'ordre du nanomolaire) est également meilleaex le noyau E, PDHF que le noyau E, DMP
[FANG et CASIDA, 1999]. Au vu de tous ces résultddstéphrosine apparait comme le composé
"chef de file" car en plus d'une activité antipigiative importante (1§ = 22 et 4319 nM a 72 h
pour les cellules HEL et 1547 respectivement) ptiesede une cytotoxicité moins importante que
les autres.

Bien que les molécules testées aient une activitipraliférative trés satisfaisante, ces
premiers résultats doivent étre confirmés par kauests avec une plus large gamme de composeés,

afin de déterminer l'orientation des travaux uférs.
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4™ PARTIE

DISCUSSION et CONCLUSION




A. DISCUSSION

L'étude phytochimique de racines d®nchocarpus nicounous a permis d'isoler et
d'identifier 38 molécules dont la plupart sont dat€noides prénylés. Parmi ces composés 13 sont
décrits pour la premiére fois dans le régne végdtalautres dans le gerrenchocarpus.

Les études phytochimiques antérieures réalisées ldagenrd_onchocarpusmontrent une
composition riche et variée, caractérisée esstartient par une prénylation fréequente des
différentes classes de composés identifiés. Uneagtene de composés répertoriés appartiennent
au groupe des flavanones et flavanonols suivi @agrbupe des roténoides (34 composés). Cette
relative abondance des flavanones et ses dérivdissfexpliquer par le fait que ces composeés
constituent un carrefour biosynthétique incontobl@apermettant d'aller non seulement vers les
isoflavonoides, mais également vers les flavonegmore vers les flavanonones (Figures 11).
Lonchocarpus nicou présente une composition polyphénoliqgue originae diversifiée,
constamment associée a la prénylation qui génane categories de composeés (noyaux PDHF et
DMP) et a une méthoxylation systématique des post? et 3 du noyau aromatique A. Ces deux
familles de composés apparaissent sous forme dplecallisoméres constitutionnels qui se
différencient uniquement au niveau de la structlureycle E.

En effet, I'acide rot-2'-énoniquesp), dérivé présentant une prénylation du type 3,3A0fElycle E
ouvert), est considéré comme étant le précursesrdeeix couples disomeres [CROMBIE et
WHITING, 1998]. L'isomére dérivant de la roténone@le cycle E en noyau PDHF proviendrait
d'une cyclisation 9-O, C-2’ alors que celui de &gugéline avec le cycle E en noyau DMP d'une
cyclisation 9-O, C-3’ (Figure 27).

l. HYPOTHESE SUR L'ORIGINE BIOSYNTHETIQUE DES ROTEN OIDES NATURELS
ISOLES DE L. NICOU.

Les travaux de Crombie et son équipe en 1998 omod&é que les deux groupements
méthoxyles du noyau A ainsi que le carbone eniposét du noyau B, proviennent du groupement
meéthyle d'un acide aminé (méthionine). Selon eaxtecméthoxylation du noyau A serait donc
effectuée sur le plan biosynthétique, au stadéstdldvone c'est-a-dire bien avant la formation du
cycle B permettant d'aboutir aux roténoides. Panséguent, les roténoides dérivent
biogénétiquement des isoflavones et ceci est coéfpar leur distribution restreinte dans le regne
veégetal. C’est ainsi que I'on retrouve simultanémén toxicarol (21) et le toxicarol isoflavone
chez Derris malaccensisou dans le cas de notre plante la deguéline) (et la barbigérone
(structure p. 144), toutes les deux présentes larit hexanigue [HARPER, 1940 ; HARPER et
UNDERWOOD, 1965; KAOUADJlet al, 1986]. Dans le processus de transformation

biogénétique des isoflavones en roténoides, lmmdtion de la 2’-méthoxyisoflavone constitue une
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Figure 27 : Origine biosynthétique probable des roténoidels de.. nicou.
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étape clé (Figure 27). Celle-ci peut se faire par kiydroxylation suivie d’'une méthylation (vag

ou directement par une méthoxylation (vbile Des deux voies, il n'est pas certain que l'uoi¢ s
prédominante par rapport a lautre. C'est a ce anivegue la voie biosynthétique des
coumaronochromones et celle des ptérocarpanestsggdent de celle des roténoides. Ainsi, la 2’-
hydroxyisoflavone serait le précurseur des troieydiosynthétiqgues conduisant a la formation des
coumaronochromones, des ptérocarpanes et des id#énd.a prénylation des roténoides qui
permettra d’aboutir au cycle E n’interviendrait eu’derniere position, aprés la formation du cycle
B par une cyclisation oxydative [CROMBIE et WHITIN@998]. Cette prénylation linéaire
aboutira aux couples d’'isomeéres constitutionnelsvd@gt de la roténoneLf) et de la déguéline
(L16) selon la cyclisation (9-O, C-2' ou 9-O, C-3")uPltard des modifications biosynthétiques
supplémentaires (réduction, oxydation, hydroxylatiépoxydation etc.) permettront d’élargir les
variétés structurales et d’expliquer l'obtention sdenolécules isolées. Selon les études
phytochimiques antérieures, il apparait clairentpré la 2,3-diméthoxylation des roténoides reste
systématigue au sein du getu@nchocarpusCette constatation est confirmée ici par nos travau
phytochimiques, dans la mesure ou tous les rotésdsblés présentent cette diméthoxylation. En
conséqguence, la prénylation du cycle D ainsi gu&3adiméthoxylation du cycle A des roténoides
(famille chimique la plus représentée ici) congtituune particularité phytochimique essentielle,

caractéristique de. nicou

Il. DIFFICULTES DE SEPARATION

La séparation et la purification des phytoconstitaalel. nicou comportaient beaucoup de
difficultés.

La roténone représente plus de 80% de I'extraitdr@que alors que le composé majoritaire
présent dans I'extrait hexanique est la déguéldedte accumulation privilégiée de la roténone dans
I'extrait benzénique et de la déguéline dans lakthexanique, rend difficile la séparation et la
purification des autres produits (minoritaires)fdlit aussi noter que I'extrait benzénique est plus
riche en métabolites secondaires et plus complegd’gxtrait hexanique.

En outre, la plupart de nos produits sont préssots forme d'isoméres constitutionnels
(PDHF, DMP), qui se différencient exclusivement aiveau du cycle E. Cette isomérie
constitutionnelle rend impossible la séparation cagples a part l'utilisation d'une HPLC semi-
préparative avec une phase Si@effée Gg. Par ailleurs, malgré I'utilisation de ce systedee
séparation, les difficultés subsistent car la plugda nos produits sont trés peu polaires alors que
pour une chromatographie en phase inverse, latitis d'une phase mobile polaire est nécessaire.
Ceci a entrainé de sérieux problémes de solulbNige de lourdes conséquences pour les colonnes
HPLC.
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La difficulté de séparation vient également de taspnce de différents stéréoisomeéres
surtout dans les cas des hydroxyroténoides (groampeimydroxyle en position 6 ou 12a) ou le
nombre de ces stéréoisomeres est multipliés par\d#re quatre.

Au niveau de la jonction des cycles B/C, les diveavaux réalisés ont démontré que la
configurationcis est thermodynamiquement plus stable que la corafiigun trans sauf dans le cas
des 12a-hydroxyroténoides ou les deux configurati@ont stables d’autant plus qu’une
interconversion par énolisation reste impossibIRQMBIE, 1963 ; CROMBIE et WHITING,
1998].

1. Comportements chromatographiques

Comme nous venons de le voir, les deux extraitspdlarité voisine (benzénique et
hexanique) permettent de distinguer les deux famid'isomeres constitutionnels. Le benzene en
tant que solvant plus polaire extrait mieux la mot&e (2) alors que I'nexane moins polaire est un
meilleur solvant d'extraction pour la déguélingsj. Cette difféerence de comportement des deux
types d’isomeres est retrouvée en HPLC analytiqueoC la roténone présente Uip inférieur a

celui de la déguéline (Figure 28).

1?mr||nﬁm||mﬁu

Response [mV]

|T\|1M|[|Timhu

1III|HII]II]IiIHI[IIIi||llIJ|IIl{IIH|
20 25 35
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Figure 28 : Profil HPLC analytique de la roténorE£20,5 min) et de la déguéling& £24,4 min)
[Colonne : X-terra G, 5um, 150 x 4,6 mm ; solvant : MeOH »@ (60 : 40) débit : 0,8 ml/min].

Cette différence de comportement peut s'expliquer les effets électroniques entre les
cycles E, D et le groupement carbonyle (conjugajmamcipale). En effet, il se produit dans le cas
des dérivés de la roténone, une conjugaisontrr depuis I'oxygene de I'hétérocycle E (O-1")
jusqu'au carbonyle (Figure 29). En revanche, agtigugaison principale au niveau des dérives de
la déguéline se trouve en compétition avec uneddélocalisation supplémentaire secondaire n-
mde O-1' vers C-5) et se troude factoaltérée. En conséquence la valeur absolue degeshar
partielles localisées au niveau de O-1' et du eaflleades dérivés de la roténone reste supérieure a

celle de leurs homologues dérivant de la déguéliiealement le résultat de ces effets
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électroniques est que la roténone et ses dérivdsempient systématiquement une polarité trés
Iégeérement supérieure a celle de leurs isomeredittdgionnels a noyau DMP.

roténone et ses dérivés déguéline et sesédériv

Figure 29: Les effets électroniques au niveau des deuxésesn

Au niveau des acides, 'acide rotoique (dérivantadeténone) est moins polaire que son
isomére (l'acide déguoique). Cette constatatioxpl&pie par l'apparition d'une deuxiéme
conjugaison R, du OH vers le >C=0 au niveau du groupement acadboxylique, également en
compétition avec la conjugaison principale (Fig8f. L'acidité de la molécule dépend de cette
conjugaison supplémentaire. En conséquence mdssslcontrariée plus l'acide est fort et plus la
polarité de la molécule augmente. Or, pour quesaaihjugaison soit moins inhibée, il faut que la
conjugaison principale ne soit pas prépondérantst @ien le cas de l'acide déguoique et c'est ce
qui, a priori, pourrait expliquer sa plus forte qmité par rapport a l'acide rotoique. Cette difiése
de polarité est également visible en CCM (i€ qui n'est pas le cas pour les autres dérieda d
roténone et de la déguéline [LBssur CCM SiQ dans le mélange«8sCH; : MeCOEt : MeOH
(75 : 15 : 10) de l'acide rotoique et de 'acidgudbdque sont respectivement de 0,53 et 0,43].

OCHg @ Cg

OCH,4

OCH4

OCHj4
acide rotoique acide déguoique

Figure 30: Les effets électroniques au niveau des deuxésesnd'acide

2. Polarité des différents groupes de composés igsl

Les roténoides isolés sous forme d'isomeres cotigtinels del. nicouse distinguent en
neuf sous-groupes selon leur polarité. lls sorgas@a comme indiqué ci-dessous, du moins polaire
au plus polaire sur gel de silice avec un mélargealvant constitué degBsCHsz : MeCOEt :
MeOH (75 : 15 : 10). Ainsi, les 6a,12a-didéhydréraiides sont les moins polaires contrairement

aux deérivés acides qui constituent les composégsusspolaires.
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OCHg

OCHj

6a,12a-didéhydroroténoides roténoides coumahwomones

R: 0,90 R: 0,87 R: 0,84

Q

a

a /Q, <
OCHj

o

OCH;

OCHg OCH3
13-home13-oxa-6a,12a-didéhydroroténoides 12a-hydroxynitias @-hydroxyroténoides
R0,79 R: 0,76 pour 128 R: 0,70
R: 0,75 pour 12a

H
o. o.
o}
<<
o
OCHg 8 OCH3
H

OCH3 OCH;3 OCH3
6B-hydroxy-6a,12a-didéhydroroténoides B, B2§3-dihydroxyroténoides secaroténoides
R 0,70 R 0,65 R 0,43

La difficulté de séparation provient surtout desnwtoydroxyroténoides (12a-hydroxyroténoides,
6B-hydroxyroténoides et [Bhydroxy-6a,12a-didéhydroroténoides) qui sont déarfié voisine.
Néanmoins les dérivés 12a-hydroxyroténoides (adctatiaires) se démarquent des deux autres
groupes (alcools secondaires) par une polaritdefatbn outre, a l'intérieur du groupe des 12a-
hydroxyroténoides on note une légere difféerences m@&anmoins significative au niveau de la
polarité entre les dérivés J2aydroxyroténoides (moins polaires) et les dérivEza-
hydroxyroténoides (plus polaires). Tous ces congoswlgré leur hydroxylation et les autres

fonctionnalisations, restent tres lipophiles grada prénylation et a la diméthoxylation permanente
lIl. COMPORTEMENT EN RMN 'H DES DEUX FAMILLES D'ISOMERES.

En RMN 'H, les deux grandes familles disoméres constituéts se distinguent trés
facilement par les protons du cycle E.

Dans le cas de la 1Rdydroxyroténonel4) (Figure 31) ou des dérivés de la roténone en
général, ce cycle E se caractérise par la présBacanéthyle (H-8'9 1,76 ppm), de 2 protons sous
forme de singulets élargis (2 x H-8'5,06 et 4,93 ppm), d'un proton sous forme dedri@largi (H-
5,0 5,23 ppm) et de deux autres protons sous fornumdele doublet (H-49 3,29 et 2,93 ppm).
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Les dérivés de déguéline16) (Figure 32) se caractérisent en RV par deux doublets

(I'un avecd > 6 ppm et l'autre avec un déplacement chimagqumepris entre 5 et 6 ppm) présentant

H-8'
He Hy-4' H,-4'
(ng' Ly 2w H-7' (J=15,8 ;8,2 Hz (J=15,8; 9,8 Hz
b B 1T — s
® » A A /
1 [ /
- 3 —T—— zm“ = ; ; : ) §
Figure 31: RMN *H (400 MHz ; CDC}) de la 128-hydroxyroténonel(4)
H-7' et H-8'
H-4' H-5'
(J=10,0 Hz (J=10,0 Hz
— l\f{ & #
/

L]

WA A

Figure 32: RMN *H (400 MHz ; CDC}) de la téphrosine_(8)
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une constante de couplage d'environ 10,0 Hz, @isiitjue d’'une double liaisaris-éthylénique.
On note aussi dans cette famille de compoaéprésence de 2 groupements méthyles (H-7" et
H-8', 6 1,45 et 1,39 ppm) qui deviennent isochrones l@dgumolécule est plane comme c'est le

cas de la 6a,12a-didéhydrodéguéline) et de ses dérivés.

1. L'influence de la stéréochimie en position 12a sue déplacement chimique de H-1

Le déplacement chimique de H-1 est un indicateuladgéréochimie en position 12-a. En
effet ce proton se déblinde fortemeAd(= +1,26 ppm) quand on passe des dérivé$-[d au
dérivés 12a-OH roténoides. Cette particularité a été relaté@sigurs fois dans la littérature et
permet de faire une distinction entre les jonctiBfS cis et B/Ctrans. La jonction B/Ctransreste
dans la plupart des cas thermodynamiquement iesttbROMBIE, 1963 ; CROMBIE et
WHITING, 1998].

2. L'influence de la double liaison en 6a,12a sur legplacement chimique de H-1

Une insaturation supplémentaire en 6a,12a, lofguixiste entraine également un
déblindage du proton en position 1. Ce déblindagecdes dérivés @al2d3-hydrogénés et les
dérivés 6a,12a-didéshydrogénds) (= +1,69 ppm) est plus important que celui rélevéeectds
dérivées 12B8-OH et 12a-OH. De plus cette insaturation engendre la pléndis molécules
dérivées de la déguéline, dont les méthyles deeignisochrones et donc indissociables en RMN
'H et™®C. Il faut noter qu'en général, plus le proton esifion 1 et le groupement carbonyle en 12
sont coplanaires plus H-1 va se déblinder gracenaosientation particuliere lui permettant de se
retrouver parfaitement dans le cone d'anisotropigr@upement carbonyle en 12. C'est le cas des
molécules planes comme les dérivés 6a,12a-didéstgdés des roténoides et les coumarono-

chromones.
IV. COMPORTEMENT EN SM DES ROTENOIDES

La plupart des spectres de masse des roténoidesemonn pic de base résultant d'un
réarrangement d'ion du type Retro Diels-Alder (RDd¢ lion moléculaire. Ainsi tous les
roténoides ayant un cycle E (PDHF ou DMP), qui @dsat un hydrogéne en 12a (12a-H) ou un
hydroxyle (12a-OH), donneront respectivement undadase an/z192 etm/z208. Cependant le
réarrangement du type RDA caractérise les noyaet B alors que le pic de faible abondance a
m/z202 est généralement associé aux noyaux D et E.

Au niveau des dérivés 6a,12a didéhydroroténoigdesgdrrangement du type RDA donne
des pics de faible intensité due a I'énergie trésvée des fragments formés. D’autres
fragmentations sont aussi importantes méme si g@wrent des ions de faible abondance,

probablement due a la grande stabilité du squetksseroténoides et a I'existence d’'une voie de
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fragmentation privilégiée (Figure 33). La perterd'@H;z est normalement associée a la présence

d’'un groupement méthyle sur le noyau E ou d’'un gemnent méthoxyle en position 2.

R=R,=H
R;=H, R,=OH

R;=R,=0H

+.
M "m/z 410

+.
M "m/z 426

+. ik
N b o
+
OCHg C\o

O—-CHj,
R;=Ry=H m/z192 m/z 202
Ri=H, R,=OH m/z 208
R;=R,=0OH m/z 224

m/z177]
m/z 193]
m/z 209

R;=R,=H
R;=H, R,=OH
R;=R,=OH

m/z 149
m/z 165
m/z 181

R;=R,=H
R;=H, R,=OH
R;=R,=0H

Figure 33 : Fragmentations caractéristiques des roténoides.

Dans le premier cas, I'assistance de I'oxygenétagdrocycle E (O-1") pourrait expliquer la perte
de CH; alors que dans le deuxiéme cas ce sont les oxggingroupement méthoxyle en C-3 et de

du cycle B en position 5 qui vont contribuer aegtérte.
La perte d’'unCHg a partir de I'ion moléculaire est strictement rgge aux dérivés de la déguéline

(L16) et constitue un tres bon argument pour faireiséirgtion entre les dérivés de la roténone
d'une part et ceux de la déguéline d'autre parpdrte radicalaire d€Hz au niveau du groupement
méthoxyle en position 2 est suivie d'une perte modéére dans I'étape de fragmentation suivante

du monoxyde de carbone (Figure 34).

OCH3

Figure 34 : Fragmentations caractéristiques des dérivés dégadiine.
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V. ACTIVITE BIOLOGIQUE DES QUATRE ROTENOIDES TESTES

Sur l'ensemble des résultats obtenus, lors des tastogiques sur les deux lignées
cellulaires, les cellules HEL sont plus sensiblissavvis des produits testés que les cellules t&47
l'ostéosarcome. Ceci reste conforme a nos préwsian les cellules HEL, étant des cellules en
suspension, présentent une plus grande surface maeane aux différents composeés,
contrairement aux cellules adhérentes que sowelades de la lignée 1547. En outre le cycle E des
dérivés de la roténone montre une activité de aiminquante fois plus importante que celles des
dérivés de son isomére constitutionnel. Cette ia&tplus marquée de la roténone et ses dérivés
peut s'expliquer par la présence d'un carbone dsgune ou de la chaine isopropényle du cycle E.
En revanche la quasi planéité du cycle E des derde la déguéline due a la conjugaison
supplémentaire ne permet pas d'améliorer I'actantéroliférative.

L'évaluation biologique préliminaire des quatréénmides principaux en ce qui concerne
l'activité antiproliférative peut étre reliée actiaité biologique d'autres types de flavonoides
prénylés comme la 6-prénylnaringénine, la 8-prémyhgénine et le xanthohumol, des
phytoestrogenes isolés ¢lumulus lupulusqui présentent une activité anti-proliférative sisis
de différentes lignées cellulaires cancéreusesnegffet préventif contre les cancers hormono-
dépendants [MIRANDAet al, 1999].
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B. CONCLUSION

L’étude phytochimique des racines ldenchocarpus nicoa permis de mettre en évidence,
par des techniques chromatographiques (CCM, CCMtritege, MPLC et HPLC) et
spectroscopiques (UV, RMN et SM) 38 composés nistudent 3 sont a I'état de traces, dans les
extraits benzénique et hexanique. A l'exceptionqdelques uns, les produits naturels isolés
présentent des structures proches essentiellernestferme de couple d'isoméres constitutionnels
se différenciant exclusivement au niveau de la yation cyclisée. En effet, des douze couples
d'isoméres identifiés a partir lenicoy neuf sont issus du squelette roténoide, un xietision du
cycle B aboutissant aux I®maol13-oxa-didéhydroroténoides, un autre de la rédaoau cycle B
conduisant aux coumaronochromones et un dernisrgalaire que les précédents, qualifiésdeo
roténoides avec une ouverture du cycle C. Parrsidesa métabolites secondaires appartenant quasi
exclusivement au groupe des isoflavonoides, tredre isolés pour la premiére fois dans le regne
végeétal et sept sont cités pour la premiere fais de genre.

Les résultats de I'étude phytochimique sont enrdcawec les travaux antérieurs réalisés
dans l'espéce voire dans le gebhomchocarpusavec I'accumulation privilégiée, surtout au nivea
des racines, des flavonoides prénylés. Sur le qiantitatif, ces résultats confirment le fait qee c
genre ainsi que les genres voisi®eIfis et Tephrosia de la tribu des Millettieae, accumulent

particulierement les roténoides, surtout les rdtlsparents que sont la roténone et la déguéline.

Les tests biologiques préliminaires réalisés ssigleatre molécules majeures, roténane, (
12e3-hydroxyroténone L), déguéline(L16) et téphrosineL(s), en vue d'évaluer leurs activités
antiproliférative et cytotoxique sur les lignéeslidaires HEL (cellules érythroleucémiques
humaines) et 1547 (cellules de lI'ostéosarcome m)nsai sont montrés tres satisfaisants. En effet,
nos résultats montrent que ces quatre composéederdstous une activité antiproliférative
significative sur les deux lignées cellulaires. dtrire, la déguélineL(6) et la téphrosineL{8) ne
montrent pas d'activité cytotoxique contrairemetd &oténonel2) et a la 12@-hydroxyroténone
(L4) qui présentent une activité cytotoxique seulenmmnir les concentrations comprises entre 5
MM et 20uM, alors que leurs 1§ respectives est de I'ordre du nanomolaire.

Au vue de ces résultats il serait tres intéresdamgartir d'une quantité de racine plus importante
vue d'augmenter la quantité des produits mineursnn® les 13omel3-oxa-6a,12a-
didéhydroroténoides, les coumaronochromones etséesroténoides afin de pouvoir évaluer
l'influence d'un agrandissement ou d'une rédudiortycle B sur I'activité biologique et aussi de
I'influence de la coupure oxydative du cycle C.

Les résultats phytochimiques et biologiques obtenus au long de ce travail, ne peuvent
gu'encourager les investigations a partir d'aup@sies de la plante (écorce, feuille...) afin de

rechercher des roténoides plus oxydés et hydrgxybé® glycosylés.
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Il serait également intéressant de travailler ggr éxtraits polaires de racines Ildenicou afin
d'avoir un profil phytochimiqgue complet de cettgpéxe et de rechercher d'autres groupes de

composés comme par exemple les flavanones et seéslqui abondent dans le genre et qui n'ont

jamais été isolés chéz nicou
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ANNEXES



Récapitulatif des produits isolés des deux extédiidiés

EXTRAIT BENZENIQUE

(24 9)

vy ooy vy

;

F1L F2 F3 F4 F5 F6
(11,7 (37)  (3140)  (580)  (305) (340)
L4 L2 L4 L4 L1
L18 L4 L18 L6 L3
L10 L7 L13
L12 L8 L27
L14 L9 L34
L16 L17
L18 L18
L24 L27
L26 L32
L28 L33

l v l

F7 F8 F9
(154) (180) (243)

L13 L11 L11

vov oy

F10 F11 Fi12
(251) (580) (560}

L20 L19 L15 L19

L25
L30
L36

L5 L15
L19 L23
L22 L29
L31
L35
L38

Composés issus des fractions de I'extrait benzéniqu

EXTRAIT HEXANIQUE

vy

F13 F14
(199)  (410)

(5.4 9)

l l ‘, l l
A B C D E
(66,6)" (2350)" (1760)" (1360)" (162,2)
L21 L2 L2 L4 L7
L37 L16 L4 L18 L9

L16

L17

L18

Composés issus des fractions de I'extrait hexaniqu

"masse exprimée en mg
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Tableau récapitulatif de tous les solvants utilisés de la séparation multi-étape.

Solvant Mélange initial — T Mélange(s) intermédiaire(s) ——1— Mélange final

S1 CgHsCH, : MeCOEt : MeOH (90: 5 : 5)
S2 CeHya: CsHeCHz: MeOH (9,1:81,8:9,1)
3 CeHua s CsH:CHy : MeOH (7,5:85: 7,5)
S4 CH,Cl, : MeCOEt : MeOH (90:5::5)

I L 7 I [
S6 CHCly : MeCOEt : MeOH (30: 35 : 35)

I N L I
S8 CeHue: EOAC (801 20)
S9 CeHis: EtOAC : MeCOE (76,2:19:4,8)
S10 CeHye: EOAC : MeCOEt (72,7:18,2:9,1)
S11 CeHis: EtOAC : MeCOE (63,6: 27,3:9,1)
S12 CeHye: CHC, : EtOAC : MeCOEt (31,8 31,81 27,3:9,1)
S13 CH,Cl, : EtOAc : MeCOEt (63,6 : 27,3:9,1)
Si4 CH,Cl, : EtOAc : MeCOE (60 : 30: 10)
S15 CH,Cl, : EtOAc : MeOH (60 : 10 : 30)
S16 CsHeCHs (100 %)
S17 CsH¢CH; : MeCOE (96 : 4)
S18 CH:CHs : MeCOEt (91: 9)
S19 MeCOEt : MeOH (95: 5)
S20 CeHys: CeHsCHs : CH,CI, : MeCOE (80:10:5:5)
S21 CgHis: GeHsCHs : CH,Cl, : MeCOEt (75:10: 10 : 5)
S22 CeHus: CeHeCHy 1 CH,Cl, - MeCOER (50 : 15 15 : 20)
S23 CH,Cl, : MeOH (80 : 20)
S CeHie (100 %)
S25 CgHys: EtOAC : MeCOEE (83:15: 2)
S26 CgHys: EtOAC : MeCOEt : MeOH (10:40: 47,5:2,5)
S27 CeHua (100 %)
528 CeHue: EOAC (851 15)
S29 CgHiy: EtOAC : MeCOEL (83 : 15: 2)
S30 CgHy4: EtOAC : MeCOEL (80: 15 5)
S3t CgHy4: EtOAC : MeCOE (60 : 30 : 10)
S32 CgHis: EtOAC : MeCOEt : MeOH (10:40: 47,5:2,5)
S33 CeHus: GeHsCHz(67 : 33)
S34 CeHie: CHeCHs : MeOH (64,5 32,3:3.2)
S35 CgHus: CiHsCHz : MeOH (7: 90 : 3)
36 Cethua : EtOAC (901 10)
S37 CgHy4: EtOAC : MeCOEE (70:: 15 : 15)
S38 CH,Cl, : EtOAc : MeCOEt (60 : 20 : 20)
39 CeHua: EOAC (90 10)
S40 CgHyq: EtOAC : MeCOEt (70:: 15: 15)
S41 CgHi4: EtOAC : MeCOE (60 : 20:: 20)
S42 CH,Cl, : EtOAc : MeCOEt (60 : 20 : 20)
S43 CgHy4: EtOAC (90:: 10)
Sa4 CeHy: EtOAC : MeCOEt (70 : 15 15)
S45 CgHyq: EtOAC : MeCOE (60 : 20 : 20)
S46 CH,Cl, : MeOH (40 : 60)
S47 CeHya: EtOAC : MeCOEL (80 15: 5)
S48 Caua: E1OAC : MeCOE (75 : 15 : 10)
S49 CgHi4: EtOAC : MeCOE (60 : 20: 20)
S50 CH,Cl, : EtOAC : MeCOEt (80 : 10 : 10)
S51 CH,Cl,: MeOH (70 : 30)
52 CeHsCHs (100 %)
53 CeHeCH : EtOAC (85 : 15)
54 CeH:CHy : EtOAC : MeOH (70 : 15 : 15)
S5 CH,Cl, : MeCOMe : MeOH (40 : 30 : 30)
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Solvant Mélange initial > Mélange(s) intermédiaire(s) ~——1—> Mélange final

S56 CaHua (100 9%)

S57 CeHys: CeHsCHs : MeCOEt (47,5: 47,5::5)

S58 Ceya CHCly: MeCOEt : MeOH (20 20 30 : 30)

S59 CeHua (100 %)

60 Caha: MeCOE : MeOH (90::5: 5)

S61 CH,Cl, : MeCOEt : MeOH (75: 15 : 10)

62 CeHie (100 %)

63 CeHia: MeCOEL : MeOH (80 10 10)

S64 CH,Cl,: MeCOEt : MeOH (50 : 25 : 25)

S65 CaH:CH; (100 %)

66 CeH:CHs : MeCOEt (85 : 15)

S67 CgHsCHs : MeCOEt : MeOH (80 : 15: 5)

568 CH:CHy : MeCOEt : MeOH (20 : 40 : 40)

S69 CeH:CH3 (100 %)

S70 CeHCH; : MeCOEt : MeOH (83: 151 2)

S71 CgHsCH; : MeCOEt : MeOH (20: 40 : 40)

sn2 CeH:CHs (100 %)

S73 CeHeCH : EOAc (851 15)

S74 CHCly : MeOH (70 : 30)
B N S N

S76 MeOH : HO (55 : 45)

STt MeOH : HO (65 : 35)

S78 MeOH : HO (80 : 20)

S79 CgHy4: CHCL: iPrOH : MeOH (90:6,5:3:0,5)
S80 CgHy4: CHCh: iPrOH : MeOH (80: 13:6,5: 0,5)
S8l CeHyq: CHCL: i PrOH : MeOH (85:9:4,5: 1,5)

S82
S83
S84
S85
S86
S87
S88
S89
S90
S91
S92
S93
S94
S95
S96
S97
S98
S99
S100
S101
S102
S103
S104
S105
S106
S107
S108
S109
S110
Si1

" G GHsCRy 10 90)

CgHia 2 GH=CH, (16 ; 84)

CeHlre: GH:CH, (10 90)

C5H14 . C6H5CH3 (10 . 90)

C3H:CH (100%)

CeHue : E1OAC (90 : 10)

CiHie: EtOAC : MeCOEL (80 15:5)

CH,Cl, (100%)

CiHua : CHCly (80: 20)

CoHua : CHCly (80: 20)

CsHua (100%)

CeHya: CsHsCHz : MeOH (10:89: 1)

CiHia: CeHeCHy  MeOH (1089 1)

CeHys: CeH:CHz : MeOH (2,5:95:2,5)

CiHu : EOAC : MeCOER (70 : 15 15)

CeHys: CHCl, : EtOAC : MeCOEt (45:45:5:5)

CH,Cl, : MeCOEt : MeOH (80 : 10 : 10)

CiHua: CHCly : EOAC (60 35:5)

CiHh: CHCly: EtOAC (7220 8)

CsHhu: CHiCHy : MeOH (10 88 : 2)

CiHi: CeHsCHy : EtOAC (7111451 14.5)

CiHug: GGHCHy : MeOH (5 90 :5)

CoHua : CsHeCHy : MeOH (10 : 85 : 5)

CeHya: CsHsCHz : MeOH (5:90:5)

CH,Cl, : EtOAc : MeCOEt (60 : 20 : 20)

CH,Cl, : EtOAC : MeOH (90:5:5)

CH,Cl, : MeOH (50 : 50)

CiHe: CHCl, : EtOAC: MeOH (2065 10::5)

Cehie: CHCly : EtOAC : MeOH (40 : 40 20: 20)

CgHya: CHCl, : EtOAc : MeOH (30:30: 30 : 10)
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Spectres RMNH et™*C J;,0q de quelques produits isolés
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Titre : ETUDE PHYTOCHIMIQUE D'UNE FABACEE TROPICALEONCHOCARPUS NICOU
EVALUATION BIOLOGIQUE PRELIMINAIRE

Résumeé:

Cette thése s'inscrit dans le cadre de la thématitpul'EA 4021 "Biomolécules et Thérapies Antituaies".
Elle vise essentiellement la recherche de molémdagelles d’origine végétale, dotées d’une atétimntitumorale.
Lonchocarpus nicoyAublet) D.C. est une liane tropicale de la familles Fabacées, longtemps utilisée pour ses
propriétés insecticide, acaricide et piscicide,ritatées généralement a des roténoides prénylé€n@me
essentiellement). Ces roténoides dérivent biogfugtient des isoflavonoides connus depuis longtguops leur
activité estrogénique. Cela explique le choix déecglante qui n'a pas fait I'objet d’'une étude mohimique
compléte, contrairement a d'autres espéces du ngemee. En effet, une dizaine de composés seuleswntt
jusqu'alors connus de. nicou. Nos travaux effectués concernent I'étude des iextpgeu polaires (benzénique et
hexanique) de la racine de cette plante. lls séueldppés et détaillés, aprés une description lptarde I'espéce et
une présentation générale des molécules rencortaéssle genreonchocarpuspuis dans I'espécecou Cette étude
phytochimique conduit a l'isolement et a la déteation structurale de trente huit molécules (doristsont a I'état de
traces), grace a l'utilisation de diverseshniques chromatographiques (CC, MPLC, CCM cgiei, HPLC) et
spectroscopiques (UV, RMN et SM). Ces résultatstreoh une composition polyphénolique originale wetkifiée,
caractérisée par quatre groupes de métabolitealcarfe (un composé), benzoquinone (un composéjavsmoide
(trente cing composés) et un dérivé d'agdm coumarique (un composé). Outre la roténone, laéléw et leurs deux
dérivés 12@-hydroxylés, qui s'accumulent préférentiellememgdia racine de cette plante, on distingue au niks
autres phytocontituants mineurs treize composésrelatnouveaux et sept autres cités pour la preni@s dans le
genre. Ces quatre composés majeurs ont été testdés guite, sur les récepteurs aux estrogened’asomatase ainsi
que sur deux lignées cellulaires cancéreuses hrétgticémique humaine (cellules HEL), ostéosarcdmmain
(cellules 1547), en vue d'évaluer leur activitéipaotiférative et cytotoxique. Les résultats obteraont satisfaisants
(ICso de l'ordre du nanomolaire) et ouvrent de nombrepsespectives de recherche.

Title: PHYTOCHEMICAL STUDY OF A TROPICAL FABACEAELONCHOCARPUS NICOU
PRELIMINARY BIOLOGICAL EVALUATION

Abstract:

According to the topic of our research team EA 40Z&iomolécules et Thérapies Antitumorales",
phytochemical study dfonchocarpus nicofAublet) D. C. was conducted in order to isolagédunal molecules with
antitumor or anticancer activity.

Lonchocarpus nico@Aublet) D. C. is a tropical liana of the Fabacéamily used for a long time for its insecticidal,
acaricidal and piscicidal activities assigned tcenytated rotenoids (rotenone essentially). Rotenaoitrived
biogenetically from isoflavonoids known a long tirago for their estrogenic activity. That explaihs thoice of this
plant which was not completely studied in contramythose species dfonchocarpusgenus. Indeed, about ten
compounds only were reported in previous studyhis plant. After botanical description and presgotaof previous
phytochemical studies aboubnchocarpusgenus ancdhicou specie, the least polar extracts (bezenic andrigxa
studied in this work was developed. Their invedtagaled to the isolation and structural elucidatiof thirty eight
molecules (in which three ultra-minor compounds)ubking various chromatographicals (CC, MPLC, CCMtituge,
HPLC) and spectroscopics (UV, RMN and SM) techngquehis showed an original and diversified polypbien
composition characterized by four groups of meti#dml chalcone (one compound), benzoquinone (ongpoand),
isoflavonoid (thirty five compounds), andpara coumaric acid derivative (one compound). Besidésnone, deguelin
and their 12B-hydroxylated derivatives, which constituted thejanaomponents of the root dfonchocarpus nicau
thirteen new metabolites were found in the othemamiphytochemicals as well as seven other neved diefore in
Lonchocarpugienus. Preliminary bioassays were further conduatethe four main isolated components by evalgatin
their effect on estrogens receptors and on aromatazyme. Their antiproliferative activity and dgidc effect on
HEL (Human Erythroleukemia) cells and 1547 cellstéosarcoma) have been also investigated. The hidgical
study gave interesting results {l@bout nanomolar) that might be explored by a ssdidntific project.
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