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Etude phytochimique et activité cytotoxique des métabolites secondaires de
Ferula elaeochytris Korovin et Ferula lycia Boiss. (Apiacées)

Les plantes du genre Ferula (Apiacées) sont des herbacées vivaces répandues dans
I'Asie centrale, la région méditerranéenne et 1'Afrique du Nord. Des études récentes ont montré
I'intérét de certains composés isolés des espéces de ce genre comme agents chimiopréventifs
ainsi que pour surmonter la résistance aux anticancéreux. Dans ce cadre deux plantes du genre
Ferula récoltées dans deux régions différentes de la Turquie ont été choisies pour ce travail :
Ferula elaeochytris Korovin et Ferula lycia Boiss.

Vingt esters sesquiterpéniques dont sept structures nouvelles, deux acides phénoliques
et un saponoside ont été isolés. Toutes ces stuctures ont été établies par méthodes spectrales (SM
et RMN).

Sur le plan pharmacologique, toutes les molécules isolées ont été testées pour leurs
activités cytotoxiques vis-a-vis des lignées cellulaires leucémiques résistantes aux inhibiteurs de
tyrosine kinase : K562R (imatinib-résistantes) et DA1-3b/M2 (imatinib et dasatinib-résistantes).
L’élaeochytrine A (6-anthraniloyljaeschkeanadiol), s’est révélée étre le composé le plus actif et le
plus sélectif vis-a-vis des cellules tumorales avec des Clso de I'ordre de 10 pM.

Phytochemical and cytotoxic activity of Ferula elaeochytris Korovin and Ferula
lycia Boiss. (Apiaceae)

Plants of the genus Ferula (Apiaceae) are perennial herbs distributed in Central Asia,
the Mediterranean region and North Africa. Recent studies have shown the interest of some
compounds isolated from Ferula species as chemopreventive agents and to overcome resistance
to cancer.

Thus, we have studied two Turkish plants of the genus Ferula: Ferula elaeochytris
Korovin and Ferula lycia Boiss. Seven new sesquiterpene esters, along with thirteen known ones,
two phenolic acids and a saponin were isolated. All structures were established by spectral
methods, NMR, MS.

All isolated compounds were tested for their cytotoxic activities against two tyrosine
kinase inhibitor-resistant leukemic cell lines: K562R (imatinib-resistant) and DA1-3b/M2
(dasatinib-resistant). Elaeochytrin A (6-anthraniloyljaeschkeanadiol) proved to be the most
active and selective to tumor cells with 1Csp around 10 pM.
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INTRODUCTION

De nos jours, les produits naturels sont une sounpertante pour la recherche de
nouveaux composés actifs contre de nombreuses iemlddutilisation thérapeutique des
plantes est partie intégrante des traditions deesoles cultures. La valorisation médicinale de

ces pratiques passe notamment par I'isolemendentification de nouvelles molécules.

Le genreFerula L. comprend environ 150 espéces répandues dasie k&ntrale, la
région méditerranéenne et I'Afrique du Nord [Pimeerob al, 1993]. Plusieurs espéces sont
connues en meédecine traditionnelle pour traiter tdmsbles neurologiques, digestifs et de
I'érection [Heywood, 1971]. En Asie centrale, assa-foetidaest utilisée aussi pour le
traitement du cancer [Leet al, 2010], alors que certaines variétés Flecommunissont

connues pour leur toxicité [Rubioé al.,, 2006].

En France, les cancers présentent la premiere chruskecés chez 'homme et la
seconde chez la femme, aprés les maladies cardidaass. Un nombre important de
médicaments est utilisé pour traiter le cancer.nN#&ans la toxicité plus importante que
prévue et la résistance justifient le souci de bgppmement de nouvelles molécules, pouvant

limiter les résistances aux traitements existargrégentant une toxicité moindre.

Dans ce cadre, ce travail est centré sur la rebbede substances naturelles anti-
leucémiques de la famille des Apiacées. L'objeptihcipal est la recherche, l'isolement,
l'identification de molécules et I'évaluation deute cytotoxicité vis-a-vis de lignées
cancéreuses de la leucémie myéloide chronique. &lauss choisi trois plantes appartenant a
la flore turque : deux espéces de gdreeula (F. lycia et F. elaoechytriy et une espéce du
genreFerulago(F. asparagifolid. Comme tous les composés isoléd-dasparagifolia(voir

annexe 2) étaient completement inactifs, nous tellééons pas le travail sur cette plante.

En premier lieu, nous présenteroms leucémie myéloide chronique et les
thérapeutiques actuellement utilisées. En seceuxl tious nous intéresserons a la famille des
Apiacées et au genkerula. La troisieme partie sera consacrée a I'étudeqguiwinique dd-.
lycia et F. elaeochytrisDans ce chapitre, nous détaillerons les étapgmidfcation et nous
décrirons le processus d’identification et d’élatidn structurale des composés isolés. Une
présentation des résultats biologiques obtémugro sera détaillée ainsi que la discussion des
résultats obtenus. Pour finir, nous présenteronsolzlusion de ce travail de recherche.



GENERALITES

1.1 Le Cancer

Le cancer est une maladie résultant d’altératiand$’ADN cellulaire. Les cellules
atteintes par ces altérations (cellules malignes¥uivent plus le processus normal de mort
cellulaire programmée, I'apoptose, et deviennemharielles (figure 1). Elles se nourrissent
par formation de nouveaux vaisseaux sanguins ;ppelle ce processus I'angiogenese. Ces
cellules ont la capacité d'envahir et de colonissrtissus environnants. Le développement
d'un cancer est le résultat d'une combinaison ediuae part, l'activation de la prolifération
cellulaire et, d'autre part, l'inhibition de sigmatestreignant le potentiel prolifératif des
cellules. Différents agents conduisent au dévelogme d’'un cancer. Classiquement, on
distingue les agents initiateurs et les agents pteuns. Les agents initiateurs sont des agents
génotoxiques qui induisent une lésion définitive’d®N. Par contre, les agents promoteurs
n’'induisent pas de Iésions de ’ADN mais favorisketpression d’'une lésion, préalablement

induite par un agent initiateur [Cold&t al, 2006] (figure 1).

Prolifération / \ Inhibition de 'apoptose

|

Agentsinitiateurs

. [

4mm /tivation de prolifération

‘ _ Agentspromoteurs

Figure 1. Processus de cancer : activation de la prolifénatelulaire et inhibition de I'apoptose : réle
des agents initiateurs et promoteurs.

1.2La leucémie

Les leucémies sont des cancers caractérisés parailifération maligne des cellules
de la moelle osseuse (cellules sanguines ou petasrsde cellules sanguines) appelée

egalement tumeur liquide, a distinguer des lymphsome sont aussi des tumeurs de cellules
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GENERALITES

du sang mais se développant dans les aires lymghetondaires. Chaque type de leucémie
peut progresser differemment, mais généralemertdidsles malignes prennent la place des
cellules normales et empéchent leurs fonctions.s Saaitement efficace, les cellules
leucémiques envahissent d’autres organes et abentisa une conséquence fatale. La
leucémie est cliniguement et pathologiquement s@n@&n deux : leucémies aigué et
chronique. Elle est aussi scindée en fonction aligihe des cellules tumorales : cellules
lymphoides et cellules myéloides [Busdeal, 2008 ; Vardimarmt al, 2009](figure 2).

MOHELEOSSH=USE SANG
M lymphocyte T
O

;‘:;-. lymphocyte B

@ — énythroblaste —— hématies
A A
lll / @ — mégecaryogyte —— <3 plaquettes iii
[ I
'_>® :::
h granulocyte |

iii \ myéloide neutrophile > neutrophile |
I i
L Leucémie m
iii Myéloide \ promonocyte — 5 g@ monocyte !
i i
i . |

granulocyte |

I
myeéloide éosinophile —
éosinophile |

i myéloidebasophile —» @ basophile |
i Cellules i i

lll souches Frogeniteurs Précurseurs Cellulesmatures |

Figure 2. Les compartiments de I'hématopoiese et la leucémyi&oide.
1.2.1Les leucémies aigués

Ce sont des leucémies caractérisées par la petidarrapide de cellules immatures
du sang, anormales histologiquement et ineffichoestionnellement. Les leucémies aigués
apparaissent chez I'enfant et le jeune adulte.réltetent immédiat doit étre effectué pour

éviter la diffusion de ces cellules aux organes.
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1.2.2Les leucémies chroniques

Au contraire des leucémies aigues, les celluleséranses sont plus matures, bien
gue toujours anormales et passant dans le sangecdlledes tumorales sont créées en plus
grand nombre que la normale mais au début suffisamhfaiblement pour ne pas entrainer le

déces. Les leucémies chroniques arrivent prinaipaiie chez les personnes agées.
1.2.3 La leucémie myéloide chronique
1.2.3.1 Définition

La leucémie myeloide chronique (LMC) est un syndranyéeloprolifératif clonal da
a la transformation d'une cellule souche pluripeklle se caractérise entre autres, par la
présence dans le sang du patient d'une augmentadiwidérable du nombre de globules
blancs (hyperleucocytose) pouvant aller de 100 @0B®. Cette pathologie est liée a une
anomalie chromosomique dite chromosome Philadefphieorrespond a un chromosome 22
raccourci, résultat de la translocation réciproagieéquilibrée entre les bras longs des
chromosomes 9 et 22 : 1(9;22)(g34;911) (figured)3,La biologie moléculaire a permis de
démontrer que lors de la translocation, le protoegeéne ABL (homogéne du géne murin
Abelson) est transloqué du chromosome 9 sur lenobsome 22 chez qui le point de cassure
se produit dans une région courte appebEeak point Cluster Regiomu BCR. Cette
anomalie provoque la production d'une protéine émamBCR-ABL (figure 4) dotée d’'une
forte activité tyrosine kinase dérégulée, respaesdb la prolifération et de I'accumulation
des cellules granuleuses [Goldn&ral, 2003 ; Leguagt al, 2005].

Wiy M oW
L VIRV I TR Y
8 M T

EE s !,::E ‘? é

19 A U L %

Figure 3. Caryotype médullaire montrant un chromosome 220t correspondant au chromosome
Philadelphie.
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Chromosome Philadelphie

Chromosome 9 Chromosome 22
1(9:22) (q34:q911)

P
aqn
% c-BCR BCRADBL

q34 Translocation réciproque
c-AuE |

BCR/ABL (210 kDa)
c-ABL

- c el > >

y HNEEEE | B B
oD Ser/Mhr DBL SH) SH2 Tyr NLS DNA  aclin
kinaco kinaso 8D BD

Figure 4. Mécanisme de la formation du chromosome Philadelphi
1.2.3.2 Evolution

L'évolution de la leucémie myéloide chronique seda trois phases. La premiére
est une phase chronique (PC) suivie d'une phaseétéaation (PA) (10% des patients se
présentent d’'emblée a ce stade) et la troisiemeresiphase de transformation en leucémie

aigué ou phase blastique (LA ou PB) [Treuil, 2008].

1. Phase chronique Dans cette phase, la cellule granuleuse prédomams th
moelle osseuse et dans la myélémie. Environ 50%pd#snts ne présentent que peu ou pas
de symptomes pendant cette phase précoce. La ghimaseque peut durer de plusieurs mois a
guelques années (durée moyenne de 5 a 6 ans).éndisera en définitive vers la phase

suivante.

2. Phase d'accélération Cette phase constitue une étape intermédiaire \wser
dans environ 75 % des cas, entre la phase chroeigaephase blastique. La durée moyenne

de cette phase est de 6 a 9 mois.

3. Phase blastique cette phase est marquée par tous les signesudmid'une
leucémie aigué : fievre, amaigrissement, douleussewses, anémie, thrombopénie,
hyperleucocytose avec une population leucoblastidgseenant rapidement prédominante,
effacant la polynucléose et la myélémie. L'espérashe vie apres apparition des signes de

|'acutisation est inférieure a 6 mois.
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L’étiologie de la LMC est inconnue, mais dans 5% das, elle est secondaire a une
exposition chronique au benzéne ou aux radiatimmsantes. Le nombre de nouveaux cas par
année est estimé entre 600 et 1000 en Franceideime augmente au fur et a mesure que

I'Age avance et on constate, d'autre part, unéégése prédominance masculine.
1.2.3.3 Traitement

L’objectif thérapeutique de la LMC est la rémissib@matologique ainsi que les
rémissions cytogénétiques [Meatbal., 2008 ; Tulliez, 2007].

L'hydroxyurée(Hydré&’) : C’est un antagoniste de la synthése de I’ADNfaiele
toxicité qui permet d'obtenir une rémission hénagmue dans environ 70% des cas, mais les

rémissions cytogénétiques sont tres rares.

Hydroxyurée

Interféron o : C’est le traitement standard depuis 1980 avec udmaission
hématologique dans 80% des cas, mais les rémissidogénétiques ne sont obtenues que
chez 10 a 20% des patients.

Greffes :Les allogreffes de moelle osseuse sont le traiteopgnseul peut offrir une
chance raisonnable de guérison du malade. L'indicast malheureusement limitée : age

inférieur a 45 ans et donneur HLA compatible darfedtrie.

Il 'y a aussi l'autogreffe de moelle osseuse quiuest possibilité de greffe en cours
d’étude.

Les inhibiteurs de tyrosine kinase (ITKs)
Le mésilate d'imatini(Glivec®) :

L'imatinib (appelé aussi CGP57148B ou STI571) estinhibiteur spécifique de la
tyrosine kinase BCR-ABL. Il agit par inhibition cqtitive de I'ATP au niveau du site
catalytique de la protéine kinase (figure 5). Gifvest actuellement le traitement de référence
indiqué chez les patients atteints d’'une LMC ensphehronique. Cependant, une résistance
est parfois observée. De plus, ce traitement péat @sponsable d'effets secondaires
imposant son arrét [Tulliez, 2007 ; Treuil, 2008].
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Figure 5. Mécanismes d’action de BCR-ABL et de son inhibitgar I'imatinib.
Le nilotinib (Tasigna®) :

In vitro, le nilotinib (AMN107) a 10 a 50 fois plus d'adté& inhibitrice que
I'imatinib sur BCR-ABL non muté et muté.
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Le dasatinib(Sprycel®) :

Le dasatinib (BMS-354825) est environ 400 fois @asf que I'imatinib. Il a montré
son efficacitén vitro etin vivo chez les souris sensibles ou résistantes a limibatChez les
malades résistants ou intolérants a l'imatinib, armpu observer l'efficacité et la bonne

tolérance du dasatinib.
1.2.3.4 La résistance aux inhibiteurs de tyrosineikase

Malgré l'efficacité et la sélectivité des inhibitsude tyrosine kinase, certains
patients développent une résistance. Pour surmaetéz résistance, il fallait trouver ses
mécanismes. Des études menées sur des lignéeticedlurendues résistantes par des
expositions a des doses croissantes des inhibitutgrosine kinase, ainsi que des études
réalisées sur des prélevements de cellules sarsgoinanédullaires de patients atteints de

LMC résistantes ont permis d’identifier plusieuréaanismes impliqués dans la résistance.

Certains mécanismes sont dépendants de BCR-ABIst(t&ecas de modeles de
cellules DA1-3b/M2) alors que les autres en sodépendants, liés a la pompe d’efflux PgP,
a la séquestration extracellulaire des inhibitel@gdyrosine kinase, ou a I'activation d’autres

tyrosines kinases (c’est le cas de modeles delezlKb62) [Tulliez, 2007] (schéma 1).

Activation de Mutation dans
pompe d’efflux PgP le BCR-ABL
Activation de tyrosine Surexpression
kinases secondaires de BCR-ABL
BCR-ABL indépendant BCR-ABL dépendant

-

Résistance aux ITKs
Schéma 1Certains mécanismes de résistance aux ITKs.

De nouvelles molécules sont en cours d’évaluatiimgoe ou préclinique (ex.
homoharringtonine, trioxyl d’arsenic, flavopirid@jin de surmonter la résistance et éradiquer

la maladie résiduelle.

10
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1.3 La leucémie et les produits naturels :

1. L’herbimycine A et la génistéin€e sont les premiéres molécules qui ont montré
in vitro une inhibition sélective de tyrosine kinase daes lignées cellulaires BCR-ABL
[Honmaet al, 1990].

Herbimycine A Geénistéine

2. La vincristine (Oncovirf) : C'est un alcaloide extrait de la pervenche de
MadagascarGatharanthus roselQis Ce produit se fixe sur les diméres de tubulibeel et
empéche leur polymérisation en microtubules. Ilutgisé en association dans le traitement

des leucémies aigues lymphoblastiques [Bohamhaih, 1963].

Vincristine

3. L’homoharringtonine : L'homoharringtonine (HHT) hémi-synthétique est un
alcaloide présent a I'état de trace dans plusespsces de coniferes chinois rares et menacés,
appartenant au gen€éephalotaxusL'HHT est largement utilisée en Chine dans lgenaent
des leucémies aigués myéloblastiques (LAM). L’'HHihibe la synthése protéique, induit
'apoptose et elle est synergique additive en combinaison a l'imatinib. L'HHT est
actuellement en essais de phase cliniques Il @sepdtients résistants aux ITKs [Metbal.,
2003].

11
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HO

Homoharringtonine

3. Le trioxyde d’arsenicll existe a I'état naturel sous le nomfideir d'arseni¢ sous
l'aspect d'une poudre blanche inodore ou de crsti@nsparents. On le trouve également
dans les poisond.e trioxyde d’'arsenic (Afs) induit I'apoptose de cellules BCR-ABlet
diminuela prolifération des blastes de LMC en dégrada@tdpentiellement la protéine BCR-
ABL. Des études récentes ont montré que le traiémpar I'arsenic peut stimuler la division
active des cellules souches de la LMC, les celldmsenant alors sensibles a l'imatinib. Un
essai clinique de phase Il sur un traitement coartiitiimatinib a I'arsenic est actuellement

en cours [Meleet al., 2008].

4. Le flavopiridol: Le traitement combinant I'imatinib au flavopiridalgmente le
dommage mitochondrial, active les caspases etpgtage dans les lignées cellulaires de LMC
mais pas dans les lignées leucémiques BCR-ABL n&gatUne étude clinique de phase | sur
des leucémies BCR-ABL a montré que la combinaison imatinib/flavopiriddit tolérable
et responsable de quatre réponses objectives, yrmdeux réponses hématologiques

completes [Meleet al., 2008].

Flavopiridol

12
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1.4La famille des Apiacées

La famille des Apiacées est une famille de plantes appartenaiat éasse des
Magnoliopsida (DicotylédongsElle est composée de 1400 espéeces répartiesCegeddes
environ, répandues sur presque tout le globe, s@i®ut dans les régions tempérées de
I’hémisphéere boréal. C'est une famille relativemleoimogéne, caractérisée notamment par

son inflorescence typique, I'ombelle.

Il s’agit de plantes herbacées, annuelles, bisdlesueu vivaces, parfois arbustives.
Les feuilles sont alternes, composées, raremerglesgnSouvent, les pétioles sont élargis a
leur base, engainant la tige. La tige est souvenise. Les fleurs sont réunies en ombelles
simples ou composées, munies de bractées appelédscellesa la base. Elles comptent 5
pétales et 5 étamines et un ovaire a deux loges.fiuis sont formés de Bhéricarpes
accolés a un axe central,darpophore, se séparant a maturité. Chaque méricarpe présente
deux faces: commissurale (plane) et dorsale (ca)vd.a face dorsale porte au moins 5
cOtes séparées pawdlléculescontenant des canaux sécréteurs coberdeletteg [Costeet
al., 1998].

Les Apiacées contiennent des plantes alimentaiaesafotte,Daucus caroty des
condiments (le cuminCuminum cyminujmndes plantes médicinales (le khekanmi visnaga
et le fenouil,Foeniculum vulgarepinsi que des plantes toxiques (la grande ci@a#&ium
maculatun [Bruneton, 2009].

13
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1.5Le genreFerula L.

Les plantes du genieerula L. croissent souvent dans les régions arides. @esge
comporte environ 150 espéces présentes du basglitem#néen jusqu’a I'Asie centrale

[Pimenovet al, 1993].

Position systématique du genré&erula [la classification phytogénétique APG 111 2009].

Regene Plantae

Division Magnoliophyta (Angiospermes)
Classe Magnoliopsida (Dicotylédones)
Clade Campanulidées ou Euastéridées
Ordre Apiales

Famille Apiaceae

Genre FerulaL.

Le genreFerula contient 6 sous-genres qui sont divisés aussiesmtions. En
Turquie, 17 espéces ont été observées dans |esedifits régions (carte 1), parmi elles 10

sont endémiques (schéma 2) dtsaglu, 2005].

A= F. anatolica, B = F. lycia, ¥ = F. halohila, ® = F. duranii, A= F. pesmenii, |
= F. parva, O= F. drudeana, = F. longipedunculata, ®= F. tenuissima, ¥= F.
coskunii, @= F. brevipedicellata, © = F. huber-morathii, ®= F. mervynii.

Carte 1. Distribution des especes BerulaenTurquie.

14
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Sous-genreScorodosmgBunge) Drude

Sous-genreéMerwia (B. Fedtsch.) Korovin

Sect.DiscicarpaKorovin F. szowitsiana

Sous-genreNarthex (Falc.) Drude

Sect.NeonarthexKorovin F. drudeana*, F.coskunii*, F. mervynii

—— Sous-genreEuferula

FERULA Sect.Ferula (= AnatrichesKorovin) | F. communis, F. tingitana

Sous-genrdPeucedanoidefBoiss.) Korovin

Sect. Xeronarthex Korovin F. parva*, F. rigidula, F. halophila*,

F. brevipedicellata, F. haussesknechtii,
F. elaeochytris, F. pesmenii,

F. lonipedunculata*, F. amanicola,

F. tenuissima*

Sect. Macrorrhiza Korovin | F- anatolica*, F. lycia*,
F. orientalis, F. duranii, F. hermoni

\"2

——— Sous-genreDoremataises — :
(Regel et Schmalh.) Korovin | F. huber-morathii*, F. caspica

Schéma 2.Sous-genres deerula et position des espéces observées en Turquie.
*Especes endémiques.

1.5.1Morphologie desFerula

Ce sont des plantes vivaces, a tige mesurant denleteuse, glabre, robuste, et a
racines épaisses. Les feuilles sont toutes composédanieres linéaires. Les fleurs sont
jaunes, en ombelles a 5-40 rayons, les latéralespatites que la centrale et souvent stériles
et a involucelle nulle ou a plusieurs folioles. talice a 5 dents ; les pétales sont ovales,
acumineés, entiers, a pointe dressée ou courbéedans, les styles sont étalés ou réfléchis
(figure 6).

Le fruit est ovale ou oblong, comprimé par le dglabre, entouré d’un rebord plan ;
les méricarpes sont a 5 cotes, les trois dorshifesrhes, égales, les deux marginales dilatées
en aile aplanie; les vallécules sont a plusieurslekettes, le carpophore est libre, bifide et les

graines sont a face commissurale plane [Cets&d, 1998].
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feuillage
filiforme

Figure 6. Ferula communis.

Les caractéristiques des fruits et des feuillesaleas sont essentielles pour
l'identification précise de&erula. Voici des exemples de la systématique de l'idieation

de certaines espéeces de la flore turque [Koro@a71, [S&iroglu, 2005].

Tableau 1.Exemples de la systématique de I'identification Berula

a: feuilles basaled) : sections transversales @t vues dorsales des méricarpes de
guelques espéces Herula

1. Feuilles complétement glabres.

1.1 Ombelle a (15-) 20-30(-30) rayons

v' Feuilles linéaires filiformes, 10-50 mm, fruits ohfs 9-17x6-13 mm.

...F. communisa

v Feuilles lancéolées ovales oblongues, 1-6 mm sfeliiptiques oblongs 8-15x5-7 mm.

...F. tingitana a b o
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1.2 Ombelle a 6-15 rayons.

v" Feuilles oblongues linéaires, 0,5-1 mm de largieuits orbiculaires oblongs

...F. lyciaa
1.2.1 Feuilles finement sétacées ou filiformes,Igiéaires moins de 0,5 mm.
1.2.1.1 Feuilles sétacées filiformes, 5-20 mm.

v' Pédoncule d’'ombelles centrales a 4-7 cm de longuleuiace dorsale du méricarpe a 3

bandelettes par vallécule.

...F. anatolicaa ~

v/ Pédoncule d’'ombelles centrales absent ou >0,5 criomgueur ; la face dorsale du
méricarpe a 1 bandelette par vallécule.

...F. orientalisa b

1.2.1.2 Feuilles finement sétacées jusqu’a linéasrd,5-3 (-4) mm

v' Pétales blanchéatres verts, feuilles linéairespydde largeur, fruits elliptiques oblongs.

2. Feuilles peu poilues a sétuleuse ou pubérulent

v' La face dorsale des pétales est sétacée setulebéamifente, la face dorsale du

méricarpe a 4-6 bandelettes par vallécule.

17
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...F. szowitsianaa
2.1 Pétales complétement glabres, la face dorsale théricarpe a une bandelette (ou 4-6
par vallécule).
v' Toutes les ombelles fertiles

...F. longipedunculata ¢ "
2.2 Inflorescence en panicule; 4-18 rayons par omie
2.2.1 Feuilles oblongues a linéaires lancéoléesamurtes sétacées 1 a 5-7 mm.
2.2.1.1Fruits ovales largement lancéolés 6-14x3-3)5.
v’ Feuilles 1,5-2,5 cm x 0,5 mm, rigides, méricarpd9mm.

...F. elaeochytrisa

v’ Feuilles 1 a 5-7x0,8-1,2 mm, douces, méricarpe$aLewm.

...F. haussknechtiia

1.5.2Utilisation en médecine traditionnelle.

De nombreuses espéceskiula sont connues depuis l'antiquité en tant que ssurce
de gommes-oléorésines (des sécrétions obtenuesizdlies répétées de la partie supérieure
des racines) surtout le galbanum et l'ase fétidasd. fétide est réputée carminative et

spasmolytique [Bruneton, 2009]. Elle est raremenrigue.
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Les racines et les résines des espécd®dda sont souvent les parties utilisées en

médicine traditionnelle (tableau 2).

Tableau 2.Utilisations traditionnelles deerula spp.

Noms d’especes

Utilisation traditionnelle

F. alliacea
Boiss

Source d’'ase fétide.

Traitement de [I'épilepsie, de I'hystérie et de iglpe de
scorpion. Propriétés carminatives et antiseptidutestinales.

[Heywood, 1971]

F. assa-foetida
L.

Source d’'ase fétide

Arbmes alimentaires. Propriétés expectorantes, inatives,
laxatives, stimulantes, antispasmodiques et anthtiiques.
Traitement de la grippe et du cancer.

[Heywood, 1971]
[Leeet al, 2009]
[Leeet al, 2010]

F. badrakema
Kos. &Pol.
syn.F. gummosa

Propriétés stimulantes.
Traitement de I'épilepsie, de I'hystérie et des xrdlastomac.

[Heywood, 1971]

F. communis
L.

var. breviedia
var. communis

Autrefois utilisée pour traiter I'hystérie et lasinterie.

Plante toxigue pour les animaux et 'hnomme.
Utilisée pour son latex, pour traiter les infectiate la peau.

[Heywood, 1971]

[Rubiolo et al,, 2006]

F. diversivittata
Regel & Schmalh

Prévention des convulsions et de I'hystérie

[Iranshahiet al, 2008c]

F. elaeochytris
Korovin

Les parties aériennes sont utilisées pour augméeteartilité

chez les animaux. Aphrodisiaque.

[Miski et al, 1983]

F. ferulaeoides
(Steud) Korovin
syn. F. ferulioides

Utilisée pour traiter les muscles raides.

[Nagatsuet al., 2002]

F. ferulago Antispasmodique [Abd El-Razeket al,
L. 2001]
F. foetida Source d'ase fétide [Heywood, 1971]

(Bunge) Regel

Propriétés diurétiques, anthelminthiques, antiritigmales et

antispasmodiques.

[Duanet al, 2002]

F. galbaniflua
Boiss. & Buhse
syn.F. gummosa
Buhse

Source de galbanum.

Utilisée dans la parfumerie et comme encens danggkses.
Propriétés antispasmodiques, expectorantes, camagaet
stimulantes. Traitement de 'aménorrhée et de téyes.

[Heywood, 1971]

F. hermonis
Boiss.

Utilisée au Moyen-Orient comme aphrodisiaque.

[Lhuilier et al, 2005]

F. jeaschkeana
Vatke

Traitement des maladies$ problémes de peau.

[Heywood, 1971]

F. kuhistanica
Eug. & Kor.

Traitement des maladies$ problémes de peau.

[Tamemoteet al., 2002]

F. marmarica
Aschtaub

Source de gommes-oléorésines.

[Heywood, 1971]

F. narthex
Boiss.

Source d’'ase fétide.

[Heywood, 1971]

F. orientalis
L.

Source de gommes-oléorésines.

[Miski et al, 1987a]
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F. persica
Willd.

Source de gommes-oléorésines. [Heywood, 1971]
Antidiabétique, utilisée aussi contre les doulalossales et les

rhumatismes.

F. suaveolens
Aitchison Hemsley

Peut-étre source de gommes-oléorésines. [Heywood, 1971]

F. sumbul

Hook

syn. F. moschata
(Reinsch) Koso-Pol

Source de gommes-oléorésines. [Heywood, 1971]
Propriétés antispasmodiques, stimulantes et cativi#sa Pour

traiter les problémes de systéme nerveux.

F. szowitsiana
DC
syn.F. microlobaBoiss

Source de gommes-oléorésines. [Heywood, 1971]

Utilisée pour les rhumatismes.

F. teterrima Utilisée en médecine traditionnelle chinoise poues I[Yangetal, 2006]
Kar. & Koro. rhumatismes et des maladies de I'estomac.

F. tingitana Source de gommes-oléorésines. [Heywood, 1971]

L.

F. varia Traitement contre la fiévre, les parasites intestinet pour [Suzukiet al, 2007]
Borszcz rincer la bouche.

synF. schair Source de galbanum.

F. vesceritensis La décoction de fruits est utilisée pour traitey leaux de téte, [Oughlissi-Dehalet al,
Coss. & Dur. la fievre et les infections de la gorge. 2008]

ex Batt.
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1.6 Travaux antérieurs

Les données phytochimiques du geriterula ont été rapidement développées
pendant les 20 derniéres années. Une centaineédespgle ce genre ont déja fait I'objet
d’études, et des centaines de composés ont étéfieks) dont la majorité appartient aux
terpenoides, plus précisément aux deérivés sespéitigpues. Cependant, seulement trois
especesH. communisF. orientalis et F. szowitsiang parmi celles recontrées en Turquie,

sont bien exploitées au niveau des études phytaghés et biologiques

Comme la majorité des produits isolés appartient gaoupe des dérivés
sesquiterpéniques, nous allons commencer par Igebése des sesquiterpenes avant de

présenter des exemples des produits répandusalgasid-erula.
1.6.1Biogeneése des sesquiterpénes

Les sesquiterpenes sont des molécules dont le pommun est d’étre formés de
trois unités isoprenes. La cyclisation du précurskufarnésylpyrophosphate (FPP) donne

une variété de squelette de 15 carbones qui petgmio 1 a 2 cycles.

Le genreFerula est connu pour les dérivés de daucane, germaceagiesmane,

humulane et guaiane (schéma 3).

La cyclisation de FPP peut conduire a I'humulane aissi au cation
germacrandiényle, susceptible de donner naissande aombreux composeés bicycliques
(daucane, eudesmane, guaiane,...) [Deewad. ; 2009, Bruneton, 2009].

A
v — Cl—
OPP \l/ \l/
27, 6Z FPP
«— -—
= ¥
Eudesmane Germacrane

/ l Humulane

Guaiane /; :
D

aucane

Schéma 3Biogeneése des sesquiterpénes.



GENERALITES

1.6.2Les métabolites secondaires
1.6.2.1Les dérivés monoterpéniques

Dans les espéces #erula, ces composés sont représentés par des estersnéelbor
(la chimigine et la chimganine) et de fenchol @tyhe) ou des monoterpénoides linéaires
substitués par une coumarine (l'aurapténe et largine). La chimgine et la chimganine sont

répandues dans la sectiBaucedanoide@ableau 3).

Tableau 3.Source des dérivés monoterpéniques.

Composé Source Ref.
Chimgine F. angreni [Sagitdinoveet al, 1978a]
F. calcarea [Kerimov et al, 1987]
F. dissecta [Bagirovet al, 1984]
F. karategina [Saidkhodzhaewet al., 1993a]
F. kyzylkumica [Saidkhodzhaewet al., 1993a]
F. lapidosa [Borisovet al, 1973]
F. nuratavica [Kobilov et al., 1995b]
F. prangifolia [Kamilov et al., 1972]
F. samarcandica [Eshbakoveet al., 2003]
F. tschimganica [Kadyrovet al., 1972]
Chimganine F. tschimganica [Kadyrovet al., 1972]
F. calcarea [Kerimov et al,, 1987]
F. karategina [Saidkhodzhaeet al, 1993a]
F. lapidosa [Borisovet al, 1973]
F. stylosa [Bagirovet al, 1980]
Stylosine F. stylosa [Bagirovet al, 1980]
Aurapténe F. szowitsiana [Abd El-Razeket al, 2003]
(F. microloba)
Diversine F. diversivittata [Iranshahiet al., 2008c]

Chimgine R=p-OH-Bnz
Chimganine R=Van

)\/\)\/\/@\/1
X \O O O

Aurapténe

"IOR

StylosineR=Van

1)
O O (@]

Diversine
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1.6.2.2Les dérivés sesquiterpéniques
1. Les germacrenes

Les germacranolides sont les précurseurs de certdérivés sesquiterpéniques
[Bruneton, 2009]. Bien que les esters de germacserent relativement rares dans le regne
végetal, la féroline et la chimganidine sont répesddans la sectioferonarthex(sous-genre

Peucedanoidggiu genrd~erula (tableau 4).

Tableau 4.Source de la féroline et la chimganidine.

Composé Source Ref.
Chimganidine F. angrenii [Sagitdinoveet al., 1978a]
F. ferganensis [Kadyrovet al, 1977]
F. karakalensis [Saidkhodzhaewet al., 1993b]
F. karategina [Saidkhodzhaeet al., 1993a]
F. kyzylkumica [Saidkhodzhaeet al., 1993a]
F. lapidosa [Borisovet al, 1973]
F. pallida [Khasanowet al, 1972]
F. tenuisecta [Saidkhodzhaeet al., 1985
F. tschimganica [Kadyrovet al, 1972]
Féroline F. angrenii [Sagitdinoveet al., 1978a]
F. calcarea [Kerimov et al.,, 1987]
F. fedtschenkoana [Kamilov et al., 1974]
F. ferganensis [Kadyrovet al, 1977]
F. karakalensis [Saidkhodzhaeet al., 1993b]
F. karategina [Saidkhodzhaeet al., 1993a]
F. kyzylkumica [Saidkhodzhaewet al, 1993a]
F. lapidosa [Borisovet al, 1973]
F. tenuisecta [Saidkhodzhaeet al., 1985

| Ry

Chimganidine p-OH-Bnz

Féroline Van
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2. Les humulenes :

La férocine et la férocinine sont les plus répasddiens le genrBerula. Elles ont
été isolées de 6 espéces de la sex@monarthextableau 5).

Tableau 5.Source de la férocine et la férocinine.

Composé Source Ref.
Férocine F. ceratophylla [Golovinaet al, 1977]
F. helenae [Saidkhodzhaeet al., 1985
F. lapidosa [Saidkhodzhaeet al, 1985
F. tatarica [Nazhimutdinoveet al., 1995]
F. tenuisecta [Saidkhodzhaeet al., 1985
Férocinine F. ceratophylla [Golovinaet al, 1977]
F. helenae [Saidkhodzhaeet al., 1985
F. lapidosa [Saidkhodzhaeet al., 1985
F. tatarica [Nazhimutdinoveet al., 1995]
F. tenuisecta [Saidkhodzhaeet al., 1985
F. tschatcalensis [Sagitdinovaet al., 1983]
OR
=
| R
Férocine p-OH-Bnz
Férocinine Van

1. Les lactones sesquiterpéniques :

On peut distinguer deux types de lactones sespéitaques : les dérivés

d’eudesmane et ceux de guaiane. Voici des exerdplees composes (tableau 6).

Tableau 6.Source de quelgquédactones sesquiterpéniques.

Composeé Source Ref.
Déhydroopodine F. varia [Suzukiet al., 2007]

F. oopoda [Serkerov, 1969]
Oopodine F. varia [Suzukiet al.,, 2007]

F. oopoda [Serkerov, 1971]
Féropodine F. oopoda [Serkerov, 1971]
Sémopodine F. oopoda [Serkerov, 1976]

8u-angéloyloxy-1@-hydroxyguai-3-eéne-6,12-olide F. varia [Suzukiet al, 2007]

Diversolide A F. diversittata [Iranshahiet al, 2008c]
Diversolide D F. diversittata [Iranshahiet al, 2008c]
Diversolide G F. diversittata [Iranshahiet al., 2008c]
Diversolide F F. diversittata [Iranshahiet al., 2008c]

24



GENERALITES

Dérivés d’eudesmane

OANg

Déhydroopodine

Féropodine

Dérivés de guaiane

Oopodine

O

Sémopodine

Ry R>
Diversolide A | Ang Ang
Diversolide D | Ver Ac
Diversolide G | Bnz Ac
Diversolide F | Ver Sen
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2. Les esters de daucane :

Plus de 150 dérivés de daucane ont été isolésnite gerula, surtout du sous-genre

PeucedanoidesLes esters de jaeschkenadiol (la férutinine) do#s courants dans ces

especes (tableau 7).

Tableau 7.Source des quelques dérivés de daucane.

Composé Source Ref.
Jaeschkeanadiol F. jaeschkeana, F. sinaica, [Ghisalberti, 1994]
F. communis
Férutinine F. hermonis [Galalet al, 2001]
F. akitschkensis, F. communis, [Ghisalberti, 1994]
F. elaeochytris, F. jaeschkeana
F. kuhistanica F. lancerottensis,
F. linkii , F. orientalis, F. ovina,
F. soongorica
Férutidine F. arrigoni [Appendinoet al., 1997]
F. communis, F. elaeochytris, [Ghisalberti, 1994]
F. kuhistanica, F. rigidula,
F. sinaica
20-Hydroxyférutidine F. arrigonii [Poli et al, 2005]
Téférine F. hermonis [Diab et al, 2001]
F. jaeschkeana, F. elaeochytris,  [Ghisalberti, 1994]
F. kuhistanica, F. nuratavica,
F. orientalis, F. rubroarenose,
F. soongorica, F. tatarica,
F. tenuisecta
Lapiférine F. arrigonii [Appendinoet al., 1997]
F. lapidosa, F. latipinna, [Ghisalberti, 1994]
F. linkii
Anisate de siol F. arrigonii [Poli et al, 2005]
4B-hydroxy-5eH-dauca-7-éne-6-one F. hermonis [Lhuillier et al., 2005]
4B-hydroxy-5aH-dauca-7-ene-6,9-dione F. hermonis [Lhuillier et al, 2005]
3u-éthoxy-8-angéloyloxydauca-4-éne-9-one F. hermonis [Lhuillier et al, 2005]
Tunetanine A F. tunetana [Jubranet al, 2010]
Jaeschkenol F. jaeschkeana [Ghisalberti, 1994]
13-Vanilloloxydaucol F. linkii [Fragaet al, 1989]
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RL
. H
/\ (_)\
R2
Ry R
Jaeschkeanadiol H H
Férutinine H p-OH-Bnz
Férutidine H Anis
20-Hydroxyférutidine OH Anis
Téférine H Van
0
Bas!
o OMe
I\/O
HOZ ‘
U H : OH
N\ OANng
Lapiférine Anisate de siol
4B-hydroxy-5aH-dauca-7-ene-6-on&=H,
4B-hydroxy-5aH-dauca-7-ene-6,9-diond&k=0
A\ (@)
o)

g

OANg
3u-éthoxy-8B-angeloyloxydauca-4-ene-9-one

OH

Tunetanine A Jaeschkenol

27



GENERALITES

OH

Van 13-Vanilloloxydaucol

1.6.2.3Les dérivés coumariniques

Les dérivés coumariniques sont trés repandus @agenra-erula, surtout les éthers
de coumarine-sesquiterpénes. Des farnésyle couesariytliques et des coumarines simples

sont aussi isolées des différentes especésda (tableau 8).

Tableau 8.Source des quelques dérivés coumariniques.

Composeé Source Ref.

Umbelliprénine . aitchisonii, F arrigonii, [Abd El-Razeket al, 2003]
. assa-foetida, F. conocaula,

. eugenii, F. iliensis,

. linkii-TF, F. violaceae

Persicaoside C . persica [Iranshahiet al.,, 2008a]

Persicaoside D . persica [Iranshahiet al.,, 2008a]

Farnésiferol B . assa-foetida, [Abd El-Razeket al, 2003]

. kopetdagensis, F. szowitsiana

Farnésiferol C . assa-foetida, F. caspica, [Abd El-Razeket al, 2003]

. kopetdagensis

Acide galbanique . assa-foetida, F. kokanica, [Abd El-Razeket al, 2003]
. kopetdagensis,

. szowitsiana, F. violaceae

Conférone . conocaula, F. foetidissima,  [Abd El-Razeket al, 2003]
. inciso-serrata, F. iliensis,
F persica, F. sumbul,

. teterrima

MMM T T T T mmm T T

Conférol . assa-foetida, F. conocaula, [Abd El-Razeket al, 2003]
. foetidissima, F. inciso-serrata,

. illiensis, F. korshinskyi,

. lipskyi, F. moschata,

. pallida, F. persica,F. sumbul,

. tuberifera

Mogotlacine . mogoltavica [Abd El-Razeket al, 2003]

Fésélol . assa-foetida, F. diversivittata, [Abd El-Razeket al, 2003]
. illiensis, F. korshinskyi,

. moschata, F. pallida,

. pseudooreoselinum,

. sumbul, F. tingitana

. vesceritensis [Oughlissi-Dehalet al, 2008]

13-Hydroxyfésélol . tunetana [Jubranet al, 2010]

Tunétacoumarine A . tunetana [Jubranet al, 2010]

Isosmarcandine . caucasica, F. gummosa, [Abd El-Razeket al, 2003]

. sinica

TMTMMTMM T T T MMM T T T T MM
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Farnésiferol A F. assa-foetida, F. badrakema, [Abd El-Razeket al, 2003]
F. caspica, F. kokanica,
F. linczevskii, F. mogoltavica,
F. samarcandica
F. vesceritensis [Oughlissi-Dehalet al,, 2008]
Coladine F. arrigonii [Appendinoet al., 1997]
F. communis, F. linczevskKii, [Abd El-Razeket al, 2003]
F. linkii, F. sinica
Coladonine F. linczevskii, F. communis, [Abd El-Razeket al, 2003]
F. tingitana
Szowistsiacoumarine A F. szowitsiana [Iranshahiet al, 2007]
Szowistsiacoumarine B F. szowitsiana [Iranshahiet al., 2007]
Férulénol F. communis [Abd El-Razeket al, 2003]
Fésumtuorine B F. sumbul [Zhouet al, 2000]
Fésumtuorine C F. sumbul [Zhouet al, 2000]
Fésumtuorine E F. sumbul [Zhouet al, 2000]

1. Les éthers de coumarine-sesquiterpenes:

Il s’agit souvent de coumarines substituées par skesquiterpénes linéaires,

monocycliques ou bicycliques.
- Les coumarines substituées par des sesquiterpénagghires
L'umbelliprénine est courante dans ce genre. E@&asolée de 10 especes.

Récemment, deux dérivés glucosidiques ont éte sisiée I'extrait méthanolique des

racines dé-. persicales persicaoside C et D.

OB\
(@] O O

A A

O-Coum

R1
R2

Umbelliprénine Persicaoside (R;=0OH, R=0-4Glu-fGlu

Persicaoside DR =OGlu-fGlu, R=0-Glu-fGlu
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- Les coumarines substituées par des sesquiterpénesmocycliques

L’acide galbanique est le constituent majeur désine de 'ase fétide et du galbanum.

O-Coum O-Coum
N
Farnésiferol B Farnésiferol C Acide galbanique

- Les coumarines substituées par des sesquiterpenasyeliques

Environ 74 molécules ont été isolées des sous-g&uaodosmaVierwia et

Euferula.La partie sesquiterpénique de ces composés est sale/égyypie drimane.

Coum
Ve
O

<

ConféroneR;, R= 0O Conférol Ri=H R=OH

c /Coum
_ oum (@]
(@]

<

Mogotlacine R;= H R,= OH 13-Hydroxyfésélol
FésélolR;= OH R=H

OAng

Tunétacoumarine A Isosmarcandine
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/Coum

* H
Coladine R= OAc
ColadonineR= OH

/O-Coum

\
\\\

Szowistsiacoumarine A Szowistsiacoumarine B

2. Les coumarines prénylées :

Le férulénol et ses dérivés sont responsables xilzEté de I'espéc€&. communis

var. breviediaqui provoqueune maladie hémorragique mortelle (ferulosis).

Férulénol

3. Les furanocoumarines:
La présence de ces composeés est limitée a quebppeses dé&erula, surtoutF.

sumbulqui contient 21 furanocoumarines.

YRR A

Fésumtuorine B Fésumtuorine C
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Fésumtuorine E

1.6.2.4Les dérivés sulfuriques :

Les especes du sous-gedeorodosmdF. foetida et F. assa-foetidapntriches en
dérivés sulfuriques. Quelques composés sont asgkEes dd-. persicaet F. szowitsiana
(tableau 9).

Tableau 9.Source de quelques dérivés sulfuriques.

Composé Source Ref.
Asadisulphide F. assa-foetida [Kajimoto et al, 1989]
Foetisulfide A F. foetida [Duanet al, 2002]
Foetisulfide B F. foetida [Duanet al, 2002]
Foetithiophéne A F. foetida [Duanet al, 2002]
Foetithiophene B F. foetida [Duanet al., 2002]
Persicasulfide A F. persica [Iranshahiet al., 2009]
F. szowitsiana [Iranshahiet al,, 2007]
Persicasulfide B F. persica [Iranshahiet al, 2009]
Persicasulfide C F. persica [Iranshahiet al., 2009]
O
/\rS\S/\/\OJ\/\ ﬁ J\/
CH,OH SN Sag
Asadisulphide Foetisulfide A
g A TX
SO gTTN S g s~ ~COOH
Foetisulfide B Foetithiophéne A
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O O
ﬂ/o\ -~ /\(S\S/\/\OMO%

Foetithiophéne B Persicasulfide A

SCH,

AP T

Persicasulfide B
1.6.2.5Les propiophénones

Quelques propiophénones ont aussi été isoléesraagerula (tableau 10).

Tableau 10.Source de quelques propiophénones.

Composé Source Ref.
Crocatone (latifolone) F. arrigonii [Appendinoet al, 1997]
Equisétine F. equisetacea [Bagirov, 1978]
Elémicine F. elaeochytris [Miski et al,, 1983]
O O O
C CLy ¢
o 0] (0]
OMe OMe O
Crocatone (latifolone) Equisétine Elémicine

1.6.3Ferula et cancer :

Des huiles essentielles, des extraits bruts epdsuits purs obtenus de plantes du
genreFerula ont été testés pour plusieurs activités (antibectee, antivirale, estrogénique,
anti-coagulante,...Maggi et al, 2009 ; Zhotet al, 2000 ; lIkedaet al, 2002 ; Kogureet al.,
2004].

Certains composés ont montré des activités chirdi@gmtives ou cytotoxiques vis-a-
vis de plusieurs lignées cancéreuses. Dans cettee,paous présenterons les composés

etudiés pour les activités chimiopréventive et tytmue.
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1.6.3.1Propriétés antigénotoxique et chimiopréventive

En 2001, Saleerat al. ont mis en évidence pour la premiére fois I'ef6ité de la résine
de l'ase fétide(F. narthey riche en terpénes-coumarines, comme aghirniopréventif

contre les carcinogénéses cutanées chez les souris.

Le prétraitement des souris avec 300, 400 et 50B00@g.uL acétone/animal a renverse
tous les événements de carcinogénéses provoquéte f-O-tétradécanoyl 13-phorbol
acétate (TPA).

De méme, il a été démontré que l'extrait chlorofigue des racines dE. persica
inhibe l'activation de métalloprotéinases matrieigl(MMPS) qui jouent un réle important
dans l'invasion tumorale et les inflammations. kacfionnement bioguidé de cet extrait a
conduit a l'isolement du persicasulphide B et dembelliprénine qui semblent impliqués
dans cette activité [Shahvestial, 2006].

Des études plus récentes ont montré I'importandéadeaptene, de I'umbelliprénine et
de leur unité prényldans la prévention du cancer, soit en empéchaptéssiéres altérations
au niveau de I’ADNsoit en inhibant I'activation de I'antigene EA dirus d'Epstein-Barr
(EBV-EA) responsable de la promotion du cancernghahiet al 2008b ; Soltanet al
2009 ; 2010].

Les lactones sesquiterpéniques, diversolides Aalasin A), D (= malafine), F (=
malafil) et G (= malafilinine), et la coumarine,daversine, isolées de. diversivittataont été
egalement testées pour leurs activités inhibitrded’activation de I'antigene EBV-EAn
vitro. Ensuite, le composé le plus actif, la diversi@gd 7,7 nM), a aussi éte testevivo. Ce
produit a apporté une protection contre la propagatimorale chez les souris, comparable a
celle de la curcumine et de la quercétine [Iranskgal. 2008c, 2010]

1.6.3.2Activité cytotoxique

La cytotoxicité et la relation stucture-activité dertains esters de daucane ont été
évalués sur des lignées cellulaires cancéreusksatifes, MCF-7 (lignée humaine de sein)
[Lhuillier et al, 2005; Gamal-Eldeeat al, 2010],COLO 320HSR, LS-174T, WIDHACT
116, HT-29 (lignées humaines du colofioli et al, 2005] et Jurkat (lignées leucemiques
humaines) [Machet al, 2004] (tableau 11).
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Le composé le plus actif sur la majorité des cefluétait la férutinine, alors que le
jaeschkeanadiol s’est révélé le moins actéds @sultats ont montré I'importance de l'umité

hydroxybenzoyle pour I'activité de ces sesquitegsen

Machoet al. ont démontré que les effets apoptotiques derldiféne sont provoqués
par une perte du potentiel transmembranaire mitodta (A¥Ym) et par 'augmentation de la

concentration intracellulaire des espéces réactied®oxygene.

Les dérivés coumarinigues ont aussi montré des vitgsti antitumorales.
L'umbelliprénine isolée deF. szowitsianas’est révelée sélective sur le mélanome
métastatique malin pigmenté (M4Beu) 412,4 uM) [Barthomeuét al, 2008], tandis que le
conférol était actif sur plusieurs lignées cellidai cancéreuses humaines du foie : HepG2,
Hep3B et du sein MCF-7 avec des;{3,51, 2,6 et 3,4 ug/mL, respectivement [legeal,
2009].

La tunétacoumarine A, la coladine, la coladonindsosmarcandine, le 13-
hydroxyfésélol et 'umbelliprénine isolés #&etunetanaont été testés sur HCT 186 HT-29.
La coladine, la coladonine et le 13-hydroxyfésémkont révélées actifs avec deg Ehtre 3
et 36 UM [Jabranet al, 2010].

Par ailleurs, le farnésiférol C a montré des agts/anti-angiogéniques vitro etin vivo

qui contribuent a I'efficacité anticancéreuse [eeal, 2010].
1.6.4Ferula et résistance aux médicaments anticancéreux

Des études récentes ont montré 'intérét de cerd@nivés coumariniques, la conférone
(des racines dE. schtschurowskiangNeshatiet al, 2009], la mogotlacine (des fruits Be
badrakema [Behnam-Rassoukt al, 2009], le farnésiférol A et le fésélol (des fsudeF.
vesceritensis [Oughlissi-Dehaket al, 2008] pour surmonter la résistance aux agents

anticancéreux en agissant sur la pompe d’efflubadgycoprotéine P.

Les lactones sesquiterpéniques isoléek.daria (1-6) ont ainsi montré un intérét pour
surmonter la résistance a la colchicine. Ces coégpasit été testés pour leur activité
cytotoxigue contre le carcinome épidermoide hurdaimasopharynx résistant a la colchicine
(KB-C2).
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OAr_19

1R=H

2R=0Ang

Le composé 4 était sélectif contre les cellules BB{Ckp 13,8 ug/ml), alors que les
composés 1-3, 5-6 ont montré une activité modétdg 5,4-67,8ug/ml) en présence de

3R;= OH, R = OAng

4R;= OAng, R=H

OAng

concentrations non toxiques de colchicine (2§ [Suzukiet al.,2007].
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Tableau 11.Cytotoxicité des esters de daucane.

Lignées cellulaires

Composé
WiDr @ COLO320-HSR? LS-174T% Jurkat® MCF-7 HT-29% HCT 116*
Férutinine 0,81+0,1 3,0+0,4 8,0+1,1 40,3% -146,8°
2a-Hydroxyférutidine 2,0£0,3 3,0£0,5 6,0+0,6 5,8%
Férutidine 5,0+0,4 3,0+0,3 20,0£3,6 7,5%
Anisate de siol 10,0£2,6 10,0+2,2 10,0+2,8 na
Lapiférine 20,0£3,2 20,0£2,9 30,0£3,8 na 32,6"
Jaeschkeanadiol 60,0+6,8 16,0+3,6 40,045,6 na
Téférine na na na 22,8%
4B-Hydroxy-5aH-dauca-7-ene-6-one 181,4°
4B-Hydroxy-5aH-dauca-7-éne-6,9-dione -285,7°
3a-Ethoxy-8p-angéloyloxydauca-4-ene-9-one 974,4
Tunétanine A na na

a: UM, dose inhibitrice de croissance de 50%{®) des cellules.
b : % apoptose des cellules Jurkat aprés un traitedee50 uM pendant 18h

c: % proliferation des cellules
na : non actif

37



ETUDE PHYTOCHIMIQUE Ferula lycia

2.1 Ferula lycia (Boiss.)
2.1.1Caractéres morphologiquegfigure 7}

C’est une plante vivace, a tige cylindrique de 30x0,4-1,5 cm, glabre, verte,
parfois de couleur violette dans les parties iefénés (figure 8a). Les racines mesurent de 1-
3,5 cm de diamétre, les feuilles sont glabres guidaires-ovales et mesurent de 45-65x25-40
cm. Les feuilles inférieures sont décomposées gplestlinéaires de taille de 0,5-1 mm de
large et sont completement glabres. Les fleurs enrdmbelles & 5-16 rayons de 3-5 cm de
long, les ombellules portant 6-15 fleurs, les ondsetentrales sont courtes 0,5(-2)-4 cm, 6-15
fleurs par ombelle. Les fruits matures (figure 8bont oblongs. lls mesurent de 6-14 mm ;
dans les vallécules de la face dorsale du méricdlryea 2-3 canaux de résinega@glu,
2005].

a

Figure 8. Parties arienng@®) et fruits (b) dé-erula lycia
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2.1.2 Description de la poudre dé&. lycia

Une faible quantité de poudre de racines est dépsseé une lame de microscope
puis recouverte d’'une lamelle. Les éléments prédanis caractérisant la poudreldycia
sont : des fragments de vaisseaux réticulés, degesescléreuses, du suber et de la résine
(figure 9).

Résine

Fragments de vaisseaux réticulés

Groupe de cellules de suber
Résine

i '_4}% Cellules scléreuses
o

S |

Figure 9. ElIéments caractéristiques de la poudre des radaEslycia.

2.1.3Répartition géographique

F. lycia est une plante endémique de la montagne de LyciBuequie [S&iroglu,
2005].

2.1.4Etude phytochimique

F. lycian’a pas fait I'objet d’étude phytochimique, a motonnaissance. Les travaux
présentés ici ont consisté en l'isolement et I'tdfaration de treize composés des racines et

fruits deF. lycia
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2.1.5 Isolement des composés

La premiere étape a été de broyer les racines egdiin d’obtenir une poudre
homogene. Comme le gerferulaest connu pour étre riche en sesquiterpénes, aitdre a
éte extraite par de I'éther de pétrole sous agitadi température ambiante. L’'analyse de cet
extrait en chromatographie sur couche mince, ané&ation au réactif a I'anisaldéhyde, a
montré la présence de deux types de taches :restdie couleur bleu violet et d’autres de
couleur verte. La purification de cet extrait arfilonze composés purs : compod#s]8 et

F1-F3 (schéma 4).

Racines broyées 100 g

EP1Lx3
Filtration & évaporation

Extrait éther de pétrole 10 g

CC gel de silice gradient AcOEt dans EP
0% a 100%

Fraction B Fraction D Fraction E
F1 F2 F3
27 mg ; 78 m 162 m
Fraction C g 9 Fraction |
19 83 mg
CC gel de silice CLHP C18
gradient AcCOEt dans cyclohexan gradient CHOH dans HO
0% a10% 80% a 100%
Fraction H
J1 J2 J3 Ja J5 J6 J7 J8
27 mg 40 mg 25 mg 30 mg 300 mg 14 mg 30 mg 16 mg

Schéma 4lsolement des composeés obtenus a partir des ratétesula lycia

Les fruits ont été aussi broyés mais ils ont étéagg par du méthanol pour éviter
I'extraction des corps gras. L'extrait méthanoliquété evaporé puis mélangé a de I'eau et le
mélange a été extrait par extraction liquide-liguidar le dichlorométhane. La fraction
dichlorméthanique a été par la suite fractionnée naayen de différentes meéthodes
chromatographiques sur colonne pour obtenir les @séoomposés que ceux isolés des

racinesJ1-J8 et F1-F3, ainsi que deux autres produid et G2 (schéma 5).
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Fruits broyés 150 g

1L x3 CH,OH
Filtration & évaporation

Extrait méthanolique

Suspension dans,B
Extraction liquide/liquide
CH,Cl,

Extraitdichlorométhane 10 g

CCsig gtd EtOAc dans éther de pétrole
0%-100%

Fraction C’ |
200 mg Fraction I
CCsig . 60 mc¢
gtd EtOAc dans cyclohexane Fraction E’ CLHP gtd CHOH dans HO
0%-90% 80% a 100%
3.5¢0
| | G EIOAC dans EP Fraction G’ | | |
J1 J2 J3 0%-10% 35 36 J7 I8
5mg 40mg 5mg 29 7mg 10 mg 6 mg
| | Fraction H’
F1 F2 F3 4g
10 mg 200 mg 82mg CCsig
gtd EtOAcdans EP
0%-70%
I_ 1"
Gl G2

Schéma 5lsolement des composés obtenus a partir des fleifgrula lycia

2.1.6 ldentification des composeés
Les composeés J1-J8

Les composéd1-J8 ont été isolés sous la forme d’'une huile ; ilsoabent tous en
lumiere UV a 254 nm, et sous l'effet du réactif'@nisaldéhyde, ils montrent une couleur

bleue violette en lumiere du jour.

Le composél5 était majoritaire (schema 4). On commence dond’jol@ntification

de ce produit.

41



ETUDE PHYTOCHIMIQUE Ferula lycia

Composé J5 :
HO

Composé J5

Le spectre de RMN dt’C-J-modulé (figure 10) révéle la présence de 22 carbon

parmi eux, un a 166,0 ppm indique la présence dometion ester.

La partie acyle est facilement identifiée gracespactre de RMN ddH. Sur ce
spectre (figure 10), on constate deux doublets3& @pm (2H ; 8,7 Hz) et a 6,84 ppm (2H ;
8,7 Hz) indiquant la présence du groupement bepzeybstitué emara. La comparaison
avec les données de la littérature permet d’identif'acyle comme étant lep-

hydroxybenzoyle[Miski et al., 1983].

8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 ppm

] L
| H | ”H’

\ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 ppmr

Figure 10.Spectres de RMN diH et du**C du composé J5 (GDD, 300 MHz).
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ETUDE PHYTOCHIMIQUE Ferula lycia

En ce qui concerne le reste de la molécule, ilistg squelette sesquiterpénique (a
15 carbones), dont le nombre de carbones peut étiBévén soustrayant le nombre de
carbones de l'acyle7] du nombre total de carbone®2( dénombrés dans les spectres de
RMN du**C-J-modulé.

Les expériences de corrélation diretite™*C HSQC (figure 11) et de corrélation
indirecte 'H-'*C HMBC (figure 12) permettent d'identifier les ceréristiques de ce

squelette :

- Deux doubles liaisons trisubstituées déduitesaderésence des signaux de deux
carbones quaternaires oléfinigues (139,6 et 13%fin)p de deux carbones tertiaires
oléfiniques (129,3 et 118,9 ppm) portant les prstarb,58 ppm (1Hd 10,3 Hz) et 5,14 ppm
(1H; t 7,5 Hz) respectivement, ainsi que deux méthylddimtes a 1,87 ppm (3Ht 1,5 Hz)

et 1,77 ppm (3Hs) portés par les carbones oléfiniques quaternaires,

- Deux carbones tertiaires a 72,7 et a 69,8 pprtrapbles protons a 5,70 ppm (1H;
dd 11,5 et 4,6 Hz) et 4,10 ppm (1H:10,3 Hz) respectivement, indiquant la présenceet
fonctions alcooliques. Le déplacement chimique catgm & 5,70 ppm et sa corrélation en

HMBC avec le carbone a 166,0 ppm montrent qu'igjg’du proton d’acylation,
- Quatre méthylenes a 36,9 ; 36,5 ; 29,9 et 2218, pp

- Deux méthyles sous forme singulets a 0,95 pprA,%® ppm corrélant avec le

méme carbone quaternaire a 36,4 ppm.
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Figure 11.Spectre de RMN dtH-"*C HSQC du composé J5 (gDD, 300/75 MHz).
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Figure 12.Spectre de RMN dtH-"*C HMBC du composé J5 (GDD, 300/75 MHz).
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ETUDE PHYTOCHIMIQUE Ferula lycia
A ce stade, I'ensemble des données obtenues peatengiroposer un squelette
macrocyclique pour ce compose.

A partir des corrélations observées sur le speetreH COSY (figure 13) et celles

gu’on a déja vues précédemment, on déduit troisainements
(@) -(CH3)C=CH-CH,-CH-O-CO-, b) -(CH3)C=CH-CH(OH)-, et

(c) -CH,-CH,-CH,-

s K
1 88
Q-CH-CH2-CH=
= <]
o o
= b
..1 o o
-(HOYCH-CH= L
I ¢
o D o
j o © @ .
®
o & %
] P P S S S S S S L S S S
8 7 6 5 4 3 2 £2 foom)

Figure 13.Spectre de RMN dtH-'H COSY du composé J5 (GDD, 300 MHz).
Ces trois fragments sont reliés entre eux gracecatnélations observées &d-°C
HMBC (figure 14) :
- La corrélation entre le méthyle a 1,77 ppm et Iibaae oxygéné &2,7 ppm,

reliant (a) et (b),

- Les corrélations entre le proton a 4,10 ppm, lesxgeotons geminaux a 1,15-
1,25 ppm et le carbone quaternaire a 36,4 ppmmitelia et (c),

- Finalement, la corrélation entre le méthyle a 1ppm et les deux protons
geminés 1,56n- 2,14m ppm reliant (a) et (c).
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HO

O

Figure 14.Corrélations HMBC (H~C) choisies du composé.

La configuration de cette structure a été établigcey & une expérienced-*H
ROESY (figure 15) [Misket al, 1987b].
La corrélation entre 12 et H-5 permet de déterminer une configuratiams de la
double liaison C4-C5, alors qu’'une absence de letivé entre H-13 et H-1 indique une

configurationcis.

F1 foom)

AR

T T T T T T T
8 6 4

Figure 15.Spectre de RMN dtH-"H ROESY du composé J5 (GDD, 300 MHz).

L’analyse de ce composé par spectrométrie de n{&84dE) en mode positif révele

un ion pseudomoléculaira/z358 [M]" indiquant la formule brute GH300s (figure 16).
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Figure 16.Spectre de masse du composé Jb5.

L’ensemble de ces données permettent d’identifier composéJ5 au 3-p-
hydroxybenzoyljuniférol (juniferdine ).

Ce composé a été déja isolé He juniperina [Sagitdinovaet al, 1978b]. La
configuration de cette structure a été détermira@dgs rayons X [Rekhlovet al, 1990]. Les

attributions de tous les signaux des spectres dtompret du carbone du compodg sont
présentées dans le tableau 12.
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ETUDE PHYTOCHIMIQUE

Ferula lycia

Tableau 12. RMN du'H et du**C du composéd5 (300/75 MHz, CDGJet CD;OD).

CD;OD CDCl;
Position on (JenHz) ¢ oy (JenHz) ¢
1 5,14t (7,5) 118,9 5,11(8,0) 119,4
2 2,55m (2H) 29,9 2,54 (2H, 8,0) 29,8
3 5,70dd (11,5; 4,6) 72,7 5,60 72,4
4 - 135,1 - 135,6
5 5,58d (10,3) 129,3 5,57 129,5
6 4,10d(10,3) 69,8 4,2@ (10,3) 70,5
7 - 36,4 - 36,4
8 1,15m-1,25m 36,5 1,15m-125m 36,5
9 1,26m-1,64m 22,8 1,26m- 1,64m 22,8
10 1,56m-2,14m 36,9 1,56m- 2,14m 36,9
11 - 139,6 - 140,1
12 1,77s 17,1 1,71s 17,4
13 1,87d (1,5) 17,2 1,721 (1,3) 18,4
14 0,95s 23,3 1,01s 22,9
15 0,90s 22,3 0,95 22,9
C=0 - 166,0 - 166,0
T - 121,3 - 122,3
2’ 7,88d (8,7) 131,3 7,88 (8,7) 132,3
3 6,84d (8,7) 114,9 6,841 (8,7) 115,7
4 - 160,9 - 160,9
5 6,84d (8,7) 114,9 6,84 (8,7) 115,7
6’ 7,88d (8,7) 131,3 7,88 (8,7) 132,3

a:. .. z
signaux superposeés
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ETUDE PHYTOCHIMIQUE Ferula lycia

Composé J1 :

Composé J1

Les spectres de RMN du compa¥Eprésentent de grandes similitudes avec ceux du
composél5 sauf pour la partie acylée. Sur le spectre de RMRH- (figure17a), on constate
'absence de deux doublets caractéristiques d’ste pghydroxybenzoyle. En revanche, on
observe I'apparition d’un proton oléfinique a 6dfm Qq; 7,5 et 1,4 Hz) et de deux méthyles
a 1,90 ppmd; 7,5 Hz) et & 1,99 pprag; 7,5 et 1,4 Hz).

Sur le spectre de RMN dtfC-J-modulé (figure 17b), on reconnait facilement les
signaux correspondant au juniférol (tableau 5)s@ectre révéle aussi la présence de quatre
sighaux supplémentaires : deux carbones oléfiniquas tertiaire a 138,7 ppm et un
quaternaire a 128,4 ppm et deux carbones primai2€s6 ppm et 15,8 ppm.

Sl

T T
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

MMMM‘ M
|

Figure 17a.Spectre de RMN dtH du composé J1 (CD&I1300 MHz).
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Figure 17b.Spectre de RMN dt’C du composé J1 (CDEIB00 MHz).

La structure de 'acyle et sa position sont déduites corrélations observées'ei
13C HMBC et'H-'H ROESY (figure 18).

Figure 18.Corrélations ROESY (H-H) et HMBC (H—C) choisies du composé J1.

Sur le spectre de masse realisé en electrospraygSi)len mode positif, on observe
un ion quasi-moléculairer@/z343 [M+Na] indiquant une formule brute dedE;,0s.

L’ensemble de ces données permet didentifier Jimmae étant le 3-
angeéloyljuniférol nommé lalyciférine A. A notre connaissance, ce COmposé n'a jamais été
décrit dans le régne végétal. Les attributionsods tes signaux des spectres de RMNHu

et du™*C du composé1 sont présentées dans le tableau 13.
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Ferula lycia

Tableau 13.RMN du'H et du'*C du composd1 (300/75 MHz, CDGJ)

position oy (JenHz) dc

1 5,09t (8,0) 119,0
2 2,47m 29,8
3 5,46dd (11,0; 4,5) 72,2
4 - 134,8
5 5,54d (10,2) 129,9
6 4,18d (10,2) 70,1
7 - 36,9
8 1,19m-1,29m 36,4
9 1,31m-1,67m 23,1
10 1,59m-2,17 m 37,7
11 - 140,0
12 1,70d (1,9) 17,3
13 1,69s 18,5
14 0,98s 23,0
15 0,92s 23,1

C=0 - 168,3
r - 128,4
2’ 6,10qq(7,5; 1,4) 138,7
3 1,99dq (7,5; 1,4) 15,8
4 1,90q (7,5) 20,6
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Composé J2:

0
5 O 12 O:<

Composé J2

Le spectre de RMN dtH de composd2 (figure 19) différe seulement de celui du
composéll par la présence d’un singulet a 2,06 ppm corredguuna un reste Gt par le
déplacement de H-6 a 5,41 ppm. Le reste des doresteses comparable avec celles du
composéll.

Le spectre de RMN difC-J-modulé (figure 19) révéle la présence de 22 carbon
20 carbones sont identiques a ceux du compgdsd.es deux carbones restants sont un

carbone quaternaire & 171,0 ppm et un méthylelgpgdn.

Ces signaux supplémentaires sont attribués au gnoeipt acétyle. Le déplacement
de H-6etla corrélation entre le proton H-6 et le carborgyle71,0 ppm en HMBC (figure 20),

ont permis de déterminer la position de I'acétyleCe6.

La structure a été ainsi établie comme étant ahll@-angéloyl-6-acétyljuniférol
nomme lalyciférine B. A notre connaissance, ce composé n'a jamaiséétéd dans le regne
veégetal. Les attributions de tous les signaux gestses de RMN du proton et du carbone du

composé&)2 sont présentées dans le tableau 14.
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6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

ppr

170 160 50 40 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm

Figure 19.Spectres de RMN dtH et du™C du composé J2 (CDEIB00 MHz).

Figure 20.Corrélation HMBC (H-C) choisie du composé J2.
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Tableau 14.RMN du'H et du**C du composé2 (300/75 MHz, CDGJ).

position oy (Jen Hz) oc
1 5,17t (8,0) 119,0
2 2,54m- 2,39m 30,3
3 5,60dd (11,0; 4,5) 72,6
4 - 139,8
5 5,49d (10,2) 124,2
6 5,41d (10,2) 715
7 - 36,7
8 1,19m- 1,29m 36,4
9 1,31m-1,67m 22,1
10 1,59m-2,17m 37,4
11 - 1394
12 1,74d (1,9) 18,1
13 1,77s 18,5
14 0,96s 24,2
15 0,83s 22,7
C=0 - 167,5
T - 128,1
2 6,03qq(7,5; 1,4) 137,3
3 1,97dq(7,5; 1,4) 15,7
4 1,87q (7,5) 20,7
COCH3; - 171,0
COCHj3; 2,06s 211
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Composé J3 :

Composé J3

Sur le spectre de masse réalisé en electrospraygSi)len mode positif, on observe

un ion quasi-moléculairera/z365 [M+Na] indiquant une formule brute @ ,H3,03

Le spectre de RMN diH de composd3 (figure 21) est trés proche de celui du
composéls5 a la différence de la présence d’'un doublet a g (2H; 7,5 Hz) et de deux
triplets a 7,45 ppm (2H; 7,5 Hz) et a 7,57 ppm (I35, Hz) a la place de deux doublets. Ces
signaux sont caractéristiques d’'un groupenmmzoyle Le reste des données spectrales est
trés comparable avec les données du comjmdéa structure a été ainsi établie comme étant
le 3-benzoyljuniférol nommé lalyciférine C. A notre connaissance, ce COmposé n'a jamais
été décrit dans le regne végétal. Les attributdesous les signaux des spectres de RMN du

'H et du™C du composé3 sont présentées dans le tableau 15.

T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppmr

Figure 21.Spectres de RMN diid et du™*C du composé J3 (CDEIB00 MHz).
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Ferula lycia

Tableau 15.RMN du'H et du**C du composé3 (300/75 MHz, CDGJ).

Position oy (Jen Hz) dc

1 5.12t (8,0) 118,8
2 2,56m 29,8
3 5,61 73,0
4 - 134,7
5 5,62 130,2
6 4,23d (10,5) 70,1
7 - 36,5
8 1,09m-1,29m 36,8
9 1,28m-1,65m 23,1
10 1,58m-2,16m 37,7
11 - 140,2
12 1,75d (1,3) 17,4
13 1,72s 18,5
14 1,0s 23,0
15 0,94s 22,9

C=0 - 166,3
1’ - 130,3
2 8,04d (7,5) 129,6
3 7,45t (7,5) 128,4
4 7,57t (7,5) 133,1
=) 7,45t (7,5) 128,4
6’ 8,04d (7,5) 129,6

56



ETUDE PHYTOCHIMIQUE Ferula lycia

Composé J4

Composé J4

L'analyse des spectres de RMN et du*C (figure 22), indiquent la présence
d’'un restebenzoyle d’unacétyleainsi que du squelette du juniférol (voir tabla#.

T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppmr

Figure 22.Spectres de RMN diH et du**C du composé J4 (CD£B00 MHz).
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ETUDE PHYTOCHIMIQUE Ferula lycia

La position des groupements acyles a été dédusealeélations en HMBC (figure
23).

Figure 23.Corrélations HMBC (H~C) choisies du composé J4.

La structure a été ainsi établie comme étar®-beenzoyl-6-acétyljuniférol nommeé
lyciférine C. A notre connaissance, ce composé n'a jamais été& dens le regne végétal.
Les attributions de tous les signaux des spectiggaton et du carbone du compdgésont

présentées dans le tableau 16.
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Ferula lycia

Tableau 16.RMN du'H et du'*C du composé4 (300/75 MHz, CDGJ).

position oy (J en Hz) oc
1 5,23t (8,0) 118,9
2 2,63m-2,47m 30,4
3 5,80dd (12,0; 4,5) 73,1
4 - 1394
5 5,50d (10,5) 1247
6 5,47d (10,5) 71,6
7 - 36,9
8 1,10m-1,27m 36,8
9 1,31m-1,65m 22,9
10 1,55m-2,19m 37,9
11 - 140,0
12 1,83d (1,3) 18,6
13 1,82s 18,3
14 0,99s 24,3
15 0,86s 22,8
C=0 - 165,9
r - 130,0
2’ 8,03d (7,5) 129,7
3 7,44t (7,5) 128,4
4 7,55t (7,5) 132,6
5 7,44t (7,5) 128,4
6’ 8,05d (7,5) 129,7
COCHs - 170,7
COCHg; 2,09s 21,2
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Composé J6
HO

Composé J6

Le spectre de RMN dtH du composéd6 (figure 24) présente de fortes similitudes
avec celui du composib. On retrouve les deux doublets caractéristiquegrdupemenp-
hydroxybenzoyle a 7,83 ppm (2H; 8,7 Hz) et a 6,80 ppm (2H; 8,7.Han observe
également les signaux correspondant au juniféatiléau 17). Cependant, il existe ici une
différence notable : I'acétylation de I'hydroxyle é déduite du déblindage du proton H-6 a

5,50 ppm et I'apparition d’un méthyle2all ppm.

Cette hypothese est confirmée par les expérienicimdnsionnelles de COSY et
HMBC ainsi que par le spectre de MS.

La structure du compos@6 a donc pu étre établie comme étant -
hydroxybenzoyl-6-acétyljuniférol (juniférinine). Ce composé a été déja isolé des racines de
F. juniperina[Sagitdinoveaet al, 1978b]. Les attributions de tous les signaux destsges de

RMN du'H et du®*C du composé6 sont présentées dans le tableau 17.

b

5.8 5.6 5. 4 ppm

Figure 24. Spectre de RMN dtH du composé J6 (CD&I1300 MHz).
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Ferula lycia

Tableau 17.RMN du’H et du**C du composé6 (300/75 MHz, CDGJ).

position o (Jen Hz) oc
1 5,20t (8,0) 119,4
2 2,63m-2,47m 29,8
3 5,70dd (12,0; 4,5) 72,4
4 - 1394
5 5,50d® 129,5
6 5,50d? 71,6
7 - 36,4
8 1,10m-1,27m 36,5
9 1,31m-1,65m 22,8
10 1,55m-2,19m 36,9
11 - 140,1
12 1,80d (1,5) 18,4
13 1,80s 17,4
14 0,99s 22,9
15 0,86s 22,9
C=0 - 166,0
r - 122,3
2’ 7,83d (8,7) 132,3
3 6,80d (8,7) 115,7
4 - 160,9
5’ 6,80d (8,7) 115,7
6’ 7,83d (8,7) 132,3
COCH3; - 170,7
COCH3; 2,11s 21.2
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Composé J7

HO

MeO

Composé J7

Dans le cas de cette molécule, il est évident québit également d’'un ester de
juniferol. Le spectre de RMN dtH (figure 25) présente de fortes similitudes avelticdu
composél6. La principale différence se trouve au niveaualeghion des aromatiques. Dans
cette région, on observe trois protons a 6,92 ppth ¢; 8,3 Hz, H-3"), a 7,58 ppm (1H;

2,2 Hz, H-2') et a 7,63 ppm (1Hild; 8,3 et 2,2 Hz, H-6") formant un systeme ABX. Ces
signaux indiquent donc la présence d’'un grouperentoyle substitué grara et enmeta |l
reste a déterminer les deux substituants. Sur feergpectre, on constate également le signal

d’'un méthyle déblindé a 3,94 ppm correspondant granpement méthoxyle.

En observant les corrélations de ce méthyle en ROE§ure 26), on constate qu’il ne
corréle qu'avec le doublet a 7,58 ppm. Le groupegmagthoxy se trouve donc en position

meta

7.6 7. 5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6. 9 ppr
T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4. 5 4. 0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Figure 25.Spectre du RMN dtH du composé J7 (CDgI300 MHz).

62



ETUDE PHYTOCHIMIQUE Ferula lycia

= 1‘1 |
—— ]

T

3

T T T
4

"y

v ©

T T T T T I T T T I T T T
3 6 4 2 F2 [ppm)

Figure 26.Spectre de RMN dtH-"H ROESY du composé J7 (CRECB00 MHz).

La présence d’'un hydroxyle gmara est déduite du spectre de masse. L'analyse de ce
composeé par spectrométrie de masse SM-ESI en nuxif pévele un ion moléculaire/z
445 [M+H]" indiquant la formule brute £&H3¢0s.

La structure du composE a donc pu étre établie comme étant cell-danilloyl-6-
acétyljuniférol nommé lalyciférine E. A notre connaissance, ce composé n'a jamais été
décrit dans le régne végétal. Les attributionsods tes signaux des spectres'tuet du*3C

du composd7 sont présentées dans le tableau 18.
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Ferula lycia

Tableau 18.RMN du'H et du**C du composé7 (300/75 MHz, CDGJ).

position oy (J en Hz) dc
1 5,21t (8,0) 118,9
2 2,63m-2,47m 30,4
3 5,78dd (12,0; 4,5) 73,1
4 - 139,4
5 5,49d (10,5) 1247
6 5,46d (10,5) 71,6
7 - 36,9
8 1,10m-1,27m 36,8
9 1,31m-1,65m 22,9
10 1,55m-2,19m 37,9
11 - 140,0
12 1,89d (1,3) 18,6
13 1,81s 18,3
14 0,98s 24,3
15 0,84s 22,8
C=0 - 165,9
r - 122.,8
2’ 7,58d (2,2) 111,9
3’ 6,92d (8,3) 113,9
4 - 146,0
S - 149,8
6’ 7,63dd(8,3; 2,2) 124,4
OCHj; 3,94s 56,04
COCHg3; - 170,7
COCH; 2,10s 21,2
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Composé J8 :

HO

MeO

Composé J8

Comme pour le compos¥, le spectre de RMN diH (figure 27) montre les signaux de
trois protons a 6,96 ppm (1H;8,2 Hz, H-3"), a 7,54 ppm (1Hl 2,2 Hz, H-2") a 7,66 ppm
(1H; dd 8,2 et 2,2 Hz, H-6’), le signal d’'un méthoxyle @ ppm indiquant la présence du
groupement vanilloyle. On retrouve également lgaaix caractéristiques du juniférol : les
deux protons oléfiniques a 5,12 ppm et a 5,60 pemroton d’'acylation a 5,58 ppm, les deux
méthyles déblindés a 1,74 ppm et 1,72 ppm et lax deéthyles géminés a 0,99 ppm et 0,93
ppm.

Figure 27.Spectre de RMN dtH de composé J8 (CD£B00 MHz).

On constate également le signal du proton H-6 & @p2n et I'absence de signal di a un
méthyle correspondant a un acétyle ce qui indi@esénce de la fonction acétyle en H-6.

Cette hypothése est confirmée par I'analyse deoogosé par SM—ESI qui donne un

ion pseudomoléculairera/z403 [M+H]" indiquant la formule brute GH340s .

La structure du composk a donc pu étre établie comme étanB-eanilloyljuniférol
(juniférine). Ce composé a été déja isolé des racineb.daniperina [Sagitdinovaet al,
1978b]. Les attributions de tous les signaux destsgs de RMN diH et du™*C du composé
J8 sont présentées dans le tableau 19.
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Ferula lycia

Tableau 19.RMN du’H et du**C du composé8 (300/75 MHz, CDGJ).

position oy (J en Hz) oc

1 5,12t (8,0) 118,9
2 2,53m 29,8
3 5,60" 72,8
4 - 135,0
5 5,60 130,1
6 4,23d(10,5) 70,3
7 - 36,5
8 1,10m-1,27m 36,8
9 1,31m-1,65m 22,9
10 1,55m-2,19m 37,9
11 - 140,1
12 1,74d (1,3) 18,5
13 1,72s 17,42
14 0,99s 24,3
15 0,93s 22,8

C=0 - 164,9
T - 122,3
2 7,54d (2,2) 111,8
3 6,96d (8,2) 113,9
4 - 146,2
5 - 150,0
6’ 7,66dd (8,2; 2,2) 124,2

OCH; 3,96s 56,04
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Composeés F1, F2 et F3

11

15 - 13 )\

O R

Composé FIR=Benzoyle
Composé FZR=p-Hydroxybenzoyle
Composé F3R=Vanilloyle

Les composéf1-F3 ont été isolés sous la forme d’une huile, ils absot tous en
lumiere UV a 254 nm, et sous l'effet du réactifamisaldéhyde, ils montrent une couleur vert

foncé en lumiére du jour.

L’analyse des composésl, F2 et F3par electrospray en spectrométrie de masse
(SM-ESI) en mode négatif montre des ions pseudautdgées an/z323 [M-HJ, 341 [M-HJ
et 369 [M-H] ce qui est compatible avec les formules brutebl£g0,, CooH2503 et G3HzoO4,

respectivement.

Les spectres de RMN dtH des composési (figure 28) F2 (figure 29) et
F3 (figure 30)présentent de grandes similitudes entre eux sauflps groupements acyles
qui sont facilement identifiées par analogie comm&ng des restesbenzoyle p-

hydroxybenzoyleetvanilloyle, respectivement.

”LLLJU\_‘_,iiL4 J/L

T T T T T T T T r T T T
g [+ ¥ 2

Figure 28.Spectre de RMN dtH du composé F1 (CDgI300 MHz).
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Figure 29.Spectre de RMN dtH du composé F2 (CDEI300 MHz).
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Figure 30.Spectre de RMN dtH du composé F3 (CDEI300 MHz).

Tableau 20.RMN du'H de I'acyle des compos&4-F3 (300 MHz, CDC}).

Position Benzoyle p-hydroxybenzoyle Vanilloyle
oy (J en Hz) oy (J en H2) oy (J en Hz)
1 - -
2 8,03dd (2,8 ; 8,9) 7,99 (8,8) 7,54d (2,2)
3 7,46dt(2,0; 8,8) 6,91 (8,8) 6,96d (8,2)
4 7,60dt (2,0 ; 8,8) - -
5’ 7,46dt(2,0; 8,8) 6,94 (8,8) -
6’ 8,03dd (2,8 ; 8,9) 7,99 (8,8) 7,66dd (8,3; 2,2)
OCH; - - 3,96s

En ce qui concerne les parties non acyles des miekcil s’agit d’'un squelette

sesquiterpénique. Les spectres de RMNYduet du**C-J-modulé (figure 31) ainsi que
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I'expérience’H-*C HSQC permettent de noter les caractéristiquesette structure sous

forme de signaux de:

- Deux doublets a 6,04 et 5,59 ppm d’'une constdeteouplage de 16 Hz

indiquant la présence d’'une double liaison distisst de configuratiotrans,

- Un proton oléfinique a 5,32 ppror(t; 8,5 Hz), un méthyle vinylique a 1,48
ppm et un carbone quaternaire a 138,5 ppm pouventgéribués a une double liaison
trisubstituée,

- Deux protons sous forme de doublets a 4,96 & @gp®n d’'une constante de
couplage de 2,1 Hz portés par le méme carbone dacera 114,7 ppm ainsi qu’'un

carbone quaternaire a 148,3 ppm correspondant thyléée exocyclique,

- Un doublet a 4,73 ppm (6,9 Hz) porté par un caebtertiaire a 83,6 ppm
correspondant au proton d’acylation en posifipn

- Deux méthyles sous forme de singulets a 1,201dt @gpm.

' ' ' ' ' | ' ' ' | ' ' ' | ' ' ! | ' ' ' | ! ' ' | ' ' ! |
- 160 f40 720 00 80 &0 40 T

Figure 31.Spectre de RMN dtfC du composé F3 (CDI300 MHz).

A partir de I'expérience COSY (figure 32), on a @tablir deux enchainements:
(a) =CH-CH-CH_y- et (b) —CH-CH,-CHOR-.
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Figure 32.Spectre de RMN dtH-"H COSY du composé F3 (CD£B00 MHz).
La carte HMBC (figure 33) se montre encore une fegiicace pour relier les

différents fragments.
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Figure 33.Spectre de RMN dtH™C HMBC du composé F3 (CDgI300/75 MHz).
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Les structures des composés F1, F2 et F3 ont dongtrp établies comme étant
respectivement le 8-benzoylfervanol, le 8-p-hydroxybenzoylfervanol et le 8-p-
vanilloylfervanol. Cescomposés ont été isolés #e hausskechtjiiune plante endémique
d’Anatolie en Turquie [Miskiet al, 1987b]. Les déplacements chimiques des signaux

observés en RMN diH et du**C sont présentés dans le tableau 21.

Tableau 21.RMN du'H et du'®C de la partie sesquiterpénique des compB&és3
(300/75 MHz, CDGJ).

position oy (Jen Hz) dc

1 5,32brt (8,5) 126,8
2 2,22m- 2,33m 30,2
3 2,33m-2,38m 31,5
4 - 148,3
5 6,04d (16,0) 138,5
6 5,59d (16,0) 128,5
7 - 37,7
8 4,73br d (6,9) 83,6
9 1,91m- 2,20m 40,9
10 1,57m-2,17m 40,9
11 - 135,5
12 1,20s 26,0
13 1,11s 26,0
14 1,48s 17,0
15 4,90d - 4,96d (2,1) 114,7

C=0 - 166,0
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Composé G1:

Composé G1

Le composé G1 a été isolé sous forme d’'une huikhdorbe en lumiere UV a 254

nm, et sous l'effet du réactif a 'anisaldéhydegriésente une couleur grise en lumiére du jour.

Sur le spectre de masse du compB4éréalisé en electrospray (SM-ESI) en mode
négatif, on observe un ion moléculairaréz 341 [M-H] indiquant une formule brute de
C2oH300s.

Le spectre de RMN dtH (figure 34) du composé G1 présente dans la zose de
protons aromatiques deux doublets a 7,95 ppm (2HHZ) et a 6,89 ppm (2H, 8,9 Hz)
similaires a ceux observés pour le compds£0On a donc identifié la partie acyle comme

étant un groupemeptOH-benzoyle

Figure 34.Spectre de RMN dtH du composé G1 (CDgI300 MHz).

72



ETUDE PHYTOCHIMIQUE Ferula lycia

On constate également la présence d’'un doubl&7a(6H, 6,6 Hz) ppm et I'absence
de signaux de deux méthyles géminaux observés esurspectres protons des produits
précédents. Ces observations indiquent que le ettiedle la partie sesquiterpénique est
différent.

Les données fournies par les spectres de RMN'Hiuet du **C-J-modulé et
I'expérience’H-1*C HSQC permettent d'identifier les caractéristiqdesce squelette & partir
des signaux de:

- Deux doubles liaisons trisubstituées déduitegeésence de deux carbones
guaternaires oléfiniques a 138,5 et 134,7 ppm de& darbones tertiaires oléfiniques a
121,7 et 127,9 ppm portant les protons observé87agpm (1HmM) et a 4,99 ppm (1H,
m), ainsi que ceux de deux méthyles déblindés adps8(6H,s),

- Un proton d’acylation a 5,78 ppmud, 1,7 et 7,6 Hz) porté par le carbone
tertiaire a 73,6 ppm,

- Quatre méthylenes a 51,0 ; 41,7 ; 37,2 et 248, pp
- Deux méthines a 32,5 et 26,0 ppm.

Les corrélations observées #-'H COSY (figure 35), permettent de déduire deux

enchainements :

(a) =CH-CH-CH,

R1% R3

(b) OR,
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Figure 35.Spectre de RMN dtH-'H COSY du composé G1 (CDLB00 MHz).
Comme pour les composeés précédents, le lien esgmelux fragments a été établi grace

a I'expérience HMBC (figure 36).

Figure 36.Corrélations HMBC (H~C) choisies du composé G1

La structure du compos&l a donc pu étre établie comme étant 6ig-p-
hydroxybenzoyl-germacra-1(10),4-diéne.Ce composé a déja été isolé He orientalis
[Miski et al, 1987a]. Les déplacements chimiques des signasereés en RMN dtH et du

13C sont présentés dans le tableau 22.
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Tableau 22.RMN du’H et**C du compos&1 (300/75 MHz, CDGJ).

position oy (Jen Hz) dc
1 5,07m 121,7
2 1,82m-2,23m 41,7
3 2,16m 37,2
4 - 1347
5 4,99m 127,9
6 5,78dd(1,7; 7,6) 73,6
7 1,19m 51,0
8 1,59m-1,89m 26,0
9 2,15m- 2,42m 24,3
10 - 138,5
11 1,70m 32,5
12 0,97d (6,6) 20,8
13 0,97d (6,6) 20,8
14 1,58s 16,4
15 1,58s 16,4
C=0 - 166,9
r - 122,9
2’ 7,95d (8,9) 132,4
3 6,89d (8,9) 115,7
4 - 160,7
6,89d (8,9) 115,7
6’ 7,95d (8,9) 132,4
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Composé G2:

Composé G2

Le spectre du RMN diH de ce composé (figure 37) présente de fortedisides
avec celui de compos@2. La principale différence se trouve au niveau @eégion des
aromatiques. On observe trois protons a 6,92 ppindB,3 Hz, H-3'), a 7,58 ppm (1Ht 2,2
Hz, H-2"), a 7,68 ppm (1H¢d 8,3 et 2,2 Hz, H-6) et un méthyle a 3,94 ppm gudint la
présence du groupement vanilloyle.

L ““HLM i .

Figure 37.Spectre du RMN dtH du composé G2 (CDgI300 MHz).

Le structure du composé G2 a donc pu étre établiene étanto-p-vanilloyl-
germacra-1(10),4-dieneCe composé a été isolé Berula orientalis[Miski et al, 1987a].
Les déplacements chimiques des signaux observ&vish du *H et du'3C sont présentés

dans le tableau 23.
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Ferula lycia

Tableau 23.RMN du'H et**C de compos&2 (300/75 MHz, CDG).

position oy (Jen Hz) oc
1 5,07m 121,7
2 1,82m- 2,23m 41,7
3 2,16m 37,2
4 - 134,7
5 4,99m 127,9
6 5,78dd (1,7; 7.6) 73,6
7 1,19m 51,0
8 1,59m- 1,89m 26,0
9 2,15m- 2,42m 24,3
10 - 138,5
11 1,70m 32,5
12 0,97d (6,6) 20,8
13 0,97d (6,6) 20,8
14 1,58s 16,4
15 1,58s 16,4
C=0 - 165,9
1 - 122,8
2’ 7,58d (2,2) 111,9
3 6,92d (8,3) 113,9
4 - 146,0
- 149,8
6’ 7,68dd (8,3; 2,2) 124,4
OCHj; 3,94s 56,04
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2.2Ferula elaeochytris(Korovin)
2.2.1 Caracteres morphologiques

C’est une plante vivace, a tige cylindrique glatmesurant de 70-230 cm de hauteur
et 0,5-3 cm de diamétre (figure 38). Les racindmdsiques mesurent de 1-4 cm de diametre
(figure 39).

Les feuilles triangulaires-ovales mesurent de 2516045 cm. Les feuilles
inférieures sont peu poilues décomposées linékresolés de taille de 1-3(-7)x0,2-0,7 mm.

Les fleurs sont en ombelles a (6-)10-20 rayonsestemrent de 1,5-5 cm de long. Les
ombellules portent 8-16-22 fleurs.

Les fruits matures sont elliptiques-oblongs mesud 7-15%4-7 mm. Dans les

vallécules de face dorsale du méricarpe il y a)lcépaux de résine [Saoglu, 2005].

Figure 38.Ferula elaeochytrigige (a), feuilles (b) et fruits (c).
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-
Figure 39.Les racines d€erula elaeochytris.

2.2.2 Description de la poudre dé&. elaeochytris

Une faible quantité de poudre de racines est dépsseé une lame de microscope
puis recouverte d'une lamelle. On retrouve les ngm@e&ments prédominants que ceux
caractérisant la poudre #elycia: des fragments de vaisseaux réticulés et de ilaeréfigure

40).

Résine

Amidon

Fragments de vaisseaux réticulés

Figure 40.Eléments caractéristiques de la poudre de racimEs@aeochytris

2.2.3 Répartition géographique

F. elaeochytrisest observée dans la province de Hatay Turquieainsi qu'aChypre
[Sagiroglu, 2005].
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2.2.4 Etude phytochimique

Une étude préalable sur cette espéce a démontr@rdsence d'esters de
jaeschkeanadiol ainsi que de deugropiophénones[Miski et al, 1983].

—~

I

I

"R1

6-Angélyoljaeschkeanadiol Ang

o-Hydroxybenzoyljaeschkenadiol | 0-OHBnz

Téféridine Bnz
Férutinine p-OHBNz
Férutidine Anis
Téférine Van
//Q 9 0
(@] <O
)
OH OH

3-Hydroxy-5,6-methylenedioxypropiophénone 3-fdroxy-4,5-methylénedioxypropiophénone

2.2.5 Isolement des composés

Pour les racines de. elaeochytrison a suivi le protocole d’extraction utilisé pour
les fruits deF. lycia (p. 41) Les racines ont été broyées puis extraites par étnanol.
L’extrait méthanolique a été évaporeé puis mélandé Beau et le mélange a été extrait par du
dichlorométhane puis duo-butanol. Les analyses en chromatographie sur eouimce
révélées a I'anisaldéhyde ont montré la préserceothposes terpéniques dans les fractions

dichlorométhanique et-butanolique (schéma 6).

5 g de la fraction dichlorométhanique ont été asuite fractionnés pour obtenir
sept produits purE1-E7, alors que trois composés ont été isolés de tdidran-butanolique
E8 etE10 (schéma 6).
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Racinesbroyés 200 g
| 2Lx 3 CH;OH
Filtration & évaporation
Extrait méthanolique

Suspension dans,B
Extraction liquide/liquide

Extrait dichlorométhane 25 g Extrait butanolique 6g
59
CCsig gtd AcOEt dans EP
0%-100%
29 29
MPLC Sephadex
gtd CH;OH dans HO gtd CH;OH dans HO
i 0%-100% 0%-100%
Fraction A Fraction B Fraction D Fraction F Fraction O’
600mg 276 mg 13g 463 mg raction Sephadex Sephadex
E10 CH,Cl,/CH,0H H,O/MeOH
CCsio 80 mg 50-50% 92-8%
CCsio CCsio CCsio EP/AcOEt 75-25%
gtd AcOEt dans EP gtd AcOEt dans EP gdt AcOEt dans EP Fraction H” Fraction J”
0%-20% 0%-20% 10%-30% Sephadex dans GBH
304 mg 150 mg
El E2 E3 E4 ES E6 E7 E8 E9
20 mg 12mg 80 mg 195 mg 10mg 32mg 12mg 15 mg 50 mg

Schéma 6 Extraction des racines dierula elaeochytriet isolement des composés.

2.2.6 ldentification des composeés

Les composés E1-E7 :

Les composés E1-E7 ont été isolés sous la formeedhwile. lls absorbent en
lumiére UV a 254 nm. Le composé E3 absorbe égaledmeé365 nm. Tous ces composés

réagissent en CCM avec le réactif a I'anisaldéhyde.
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Composé E1

Composé E1

Le spectre de RMN di&’C du composé E1 (figure 41a) révélé la présenc@Cde

carbones dont un a 168,3 ppm indiquant I'existehgee fonction ester.

Le spectre de RMN dtH (figure 41b) permet d’identifier rapidement latpacyle.
La présence du proton a 6,11 ppyg 7,2 et 1,4 Hz) ppret des deux méthyles a 2,02 ppm
(dq 7,2 et 1,4 Hz) et a 1,89 (1,4 Hz) ppm permettent de lidentifier a un grooneat 2-
meéthylbuténoyle. Les 15 carbones restant pourraient donc correspodr squelette

sesquiterpénique.

1 T 1 T T T T T T 1 1 T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm

Figure 41a.Spectre de RMN dt’C du composé E1 (300 MHz, CREI
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Figure 41b.Spectres de RMN dtH du composé E1 (300 MHz, CDgI
Les informations fournies par I'experientte-*C HSQC (figure 42), permettent de
noter les caractéristiques suivantes:

- Le proton oléfinique a 5,57 ppm porté par le oasb tertiaire a 125,3 ppm, le
carbone quaternaire a 133,5 ppm ainsi que le netdgblindé a 1,82 ppm
témoignent de la présence d’'une double liaisonligstuée,

- Un proton d’acylation a 5,29 pprdt( 10,2 et 3,1 Hz),
- Un carbone quaternaire oxygéné a 86,4 ppm,

- Un méthyle angulaire sous forme de singulet & pdm indique la présence de

deux cycles,

- Deux méthyles sous forme de doublets a 0@8B,{ Hz) et 0,97d 6,7 Hz)

correspondent au groupement isopropyle.
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Figure 42.Spectre de RMN dtH-"*C HSQC du composé E1 (300/75 MHz, CECI

La structure exacte du composé E1 est détermimélepaxpériencetH-'H COSY
et 'H-1*C HMBC (figure 43) et correspond &angélyoljaeschkeanadiohui avait déja été
isolé de la méme plante [Mislat al, 1983]. Les déplacements chimiques des signaux

observés en RMN diH et du**C sont présentés dans le tableau 24.
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Figure 43.Spectre de RMN dtH-"*C HMBC du composé E1 (300/75 MHz, CRCI
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Tableau 24.RMN du'H et**C de compos&1 (300/75 MHz, CDGJ).

position oy (JenHz) oc
1 ] 44,0
2 1,25m- 1,65m 41,3
3 1,60m- 1,95m 31.8
4 ) 86,4
5 2,02d (10,9) 60,1
6 5,29dt (10,2; 3,1) 71,2
. 2,29dd (13,2; 2,7) 41,4
2,56br t (12,3)

8 ; 133,5
9 5,57brt (12,3) 125,3
10 1,95m-2,01m 41,0
11 1,82s 26,7
12 1,85m 37,2
13 0,87d (6,7) 17,5
14 0,97d (6,7) 18,5
15 1,11s 20,2

C=0 - 168,3
1 - 127,9
2 6,11qq (7.2 ; 1,4) 138,9
3 1,89q (1,4) 15,8
4 2,02dq (7,2 ; 1,4) 20,6
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Composé E2

Composé E2

Au niveau du spectre de RMN dd (figure 44), on retrouve les mémes caractéristqu
majeures que pour le squelette sesquiterpeniqueiaposeEl : le proton oléfinique H-9 a
5,57 ppm Br t 12,3 Hz), le proton d’acylation H-6 a 5,29 ppm nhéthyle vinylique a 1,82
ppm, le méthyle angulaire a 1,11 pmnles deux méthyles doublets a 0,97 et 0,87 ppm

correspondant au jaeschkeanadiol.

[ e MUHL_ Ao W \

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 1.5 1.0 ppm

Figure 44.Spectre de RMN dtH du composé E2 (300 MHz, CD{I

En revanche, les signaux de la partie acyle sdf@reints. On constate I'existence d’'un
doublet a 8,04 ppm (2H; 7,5 Hz) et de deux tripkes,45 ppm (2H; 7,51z) et a 7,57 ppm

(1H;t 7,5 Hz) attribuables a un groupement benzoyle.

La structure exacte du composé E2 est déterminéepaxpériencetH-'H COSY et

'H-1%C HMBC et correspond &-benzoyljaeschkeanadiol(téféridine) qui avait déja été
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isolée de la méme plante [Miskit al, 1983]. Les déplacements chimiques des signaux
observés en RMN dtH et du'®C sont présentés dans le tableau 25.

Tableau 25.RMN du'H et**C du compos&2 (300/75 MHz, CDGJ).

position oy (JenHz) dc
1 - 44,0
2 1,25m- 1,65m 41,3
3 1,60m-1,95m 31,8
4 - 86,4
5 2,02d (10,9) 60,1
6 5,29dt (10,2; 3,1) 71,2
7 ps6br1(12.3) 414
8 - 133,5
9 5,57br t (12,3) 125,3
10 1,95m -2,01m 41,0
11 1,82s 26,7
12 1,85m 37,2
13 0,87d (6,7) 17,5
14 0,97d (6,7) 18,5
15 1,11s 20,2
C=0 - 168,3
r - 130,3
2’ 8,04d (7,5) 129,6
3 7,45t (7,5) 128,4
4 7,57t (7,5) 133,1
5 7,45t (7,5) 128,4
6’ 8,04d (7,5) 129,6
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Composé E3

Composé E3

Pour ce composé les spectres de RMNet *°C (figure 45) montrent une parenté
évidente de cette molécule avec les comp&dést E2 tout au moins au niveau du squelette

sesquiterpénique.

Dans la zone des aromatiques, on observe néannupiasre signaux qui
différencient ce composé des précedents : 6,65 (@pm ddd 8,1; 7,1 et 1,0 Hz), 6,68 ppm
(1H;dd 8,2 et 1,0 Hz), 7,28 ppm (1lddd 8,5; 7,2 et 1,6 Hz) et 7,80 ppm (1¢ 8,0 et 1,6
Hz). Les déplacements chimiques et les constargescduplages de ces quatre protons

suggerent I'existence d’un groupement benzoyletgubsenortho.

La comparaison avec les donnéesoehwydroxybenzoyljaeschkenadifMiski et al,

1983] montre qu’il ne s’agit pas d’wrtho-hydroxybenzoyle.

L’analyse du composé E3 par electrospray-ionspnagpectrométrie de masse (SM-
ESI) montre un ion pseudomoléculaire [M+H] ayantmiz de 358, ce qui est compatible
avec la formule brute £H3103N. A partir de cette formule, on déduit la struetdee la partie
acyle comme étant wrtho-aminobenzoyle. Cette hypothéese est confirmée'ipgarblyse du
composé E3 et la comparaison en CCM des produitgddilyse avec l'acide anthranilique

comme témoin.
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Figure 45.Spectres de RMN diid et du™*C du composé E3 (300 MHz, CREI

La configuration relative de cette structure estficmée grace a I'expériencéi-*H
ROESY (figure 46).
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Figure 46.Spectre de RMN dtH-'H ROESY du composé E3 (300 MHz, CRCI

L'ensemble des données permettent d'identifier E3omme  étant
I’ anthranilyljaeschkeanadiol nomméélaeochytrine A A notre connaissance, ce composé
n‘avait jusqu’a présent pas été décrit dans leergggétal. Les attributions de tous les signaux

des spectres RMN dit et du**C du composé E3 sont présentées dans le tableau 26.
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Tableau 26.RMN du'H et**C du compos&3 (300/75 MHz, CDGJ).

position oy (JenHz) dc

1 - 44,0
2 1,25m- 1,65m 41,3
3 1,60m-1,95m 31,8
4 - 86,4
5 2,02d (10,9) 60,1
6 5,29dt (10,2 ; 3,1) 71,2
7 bt (12.3) 414
8 - 133,5
9 5,57br t (12,3) 125,3
10 1,95m-2,01m 41,0
11 1,82s 26,7
12 1,85m 37,2
13 0,87d (6,7) 17,5
14 0,97d (6,7) 18,5
15 1,11s 20,2

C=0 - 168,3
r - 110,8
2 - 151,4
3 6,68dd (8,2 ; 1,0) 116,9
4 7,28ddd(8,5;7,2;1,6) 133,6
5’ 6,65ddd(8,1;7,1;1,0) 116,9
6’ 7,80dd (8,0 ; 1,6) 131,1
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Composé E4

OH

Composé E4

Le spectre de RMN dtH du composé4 (figure 47) présente de grandes similitudes
avec celui du compode3 sauf pour la partie acyle. Les deux doublets olésedans la zone

des protons aromatiques sont tres comparablesxedoegroupemenp-hydroxybenzoyle.

— . Y f\_L Ly | lMUL_

g.5 &.0 7.5 7.0 B.3 &0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 .0 1.5 1.0 0.3 prm

Figure 47.Spectre de RMN dtH du composé E4 (300 MHz, CD{

La structure exacte du composé est déterminéeepagxpériencetH-'H COSY et
'H-3C HMBC et correspond aHp-hydroxybenzoyljaeschkeanadiol(férutinine) qui avait
déja été isolé de la méme plante [Miskal, 1983]. Les déplacements chimiques des signaux

observés en RMN diH et du**C sont présentés dans le tableau 27.
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Tableau 27.RMN du'H et**C de compos&4 (300/75 MHz, CDGJ).

position oy (J en Hz) oc
1 - 44,0
2 1,25m-1,65m 41,3
3 1,60m-1,95m 31,8
4 - 86,4
5 2,02d (10,9) 60,1
6 5,29dt (10,2; 3,1) 71,2
T sz 4.4
8 - 133,5
9 5,57brt (12,3) 125,3
10 1,95m -2,01m 41,0
11 1,82s 26,7
12 1,85m 37,2
13 0,87d (6,7) 17,5
14 0,97d (6,7) 18,5
15 1,11s 20,2
C=0 - 168,3
N - 122,3
2’ 7,88d (8,6) 132,3
3’ 6,84d (8,6) 115,7
4 - 160,9
5’ 6,84d (8,6) 115,7
6’ 7,88d (8,6) 132,3
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Composé E5

OH

Composé E5

L’aspect marquant du spectre de RMN i de ce composé (figure 48) est sa

ressemblance avec celui du compB4€0n observe :
- Les deux doublets a 7,90 ppm et a 6,89 ppm quorekant ay-hydroxybenzoyle
- Le proton a 5,44 ppm attribuable au proton d’'atigh,
- Le méthyle CH-15 a 1,28 ppm,

- Le groupement isopropyle a 0,92 ppm (8H8,7 Hz), 0,83 ppm (3H] 6,7Hz) et a
1,94 ppm (1Hm).

En revanchepn constate I'absence du proton oléfinique et irdblge du méthyle
CHsz-11 a 1,50 ppm.
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Figure 48.Spectres de RMN diiH et**C du composé E5 (300 MHz, CD

Au niveau du spectre de RMN &C-J-modulé (figure 48), on observe I'absence des
signaux correspondant a la double liaison, et Bappn de deux carbones oxygénés a 61,3

ppm et 56,6 ppm.

Le spectre de masse (SM-ESI) de ce composé indiguen moléculaire ayant un
m/zde 374, ce qui est compatible avec la formulegd@itH300s.

L’ensemble de ces données indiquent la présencegiaupement époxy en position
C-8, C-9.

La configuration de I'époxy a été confirmée paxpiérience'H-'H ROESY (figure
49).
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Figure 49.Spectre de RMN dtH-"H ROESY du composé E5 (300 MHz, CRCI
La structure exacte du composé est déterminéeepaxipériencetH-'H COSY et
'H-13c HMBC et correspond aB-p-hydroxybenzoylépoxyjaeschkeanadiol (jaeskénine)

qui avait déja été isolé de kuhistanicgdChenet al.,2000]. Les déplacements chimiques des

signaux observés en RMN dd et du**C sont présentés dans le tableau 28.
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Tableau 28.RMN du'H et**C du compos&5 (300/75 MHz, CDGJ).

position oy (J en Hz) oc

1 - 44 .4
2 1,20m- 1,53m 40,5
3 1,64m-1,97m 31,6
4 - 86,8
5 1,87m 60,9
6 5,44dd(10,2; 3,1) 70,1
7 2,28m-1,96m 44,3
8 - 56,6
9 2,93m 61,3
10 1,29m- 2,25m 41,2
11 1,50s 23,3
12 1,94m 37,0
13 0,92d (6,7) 18,3
14 0,83d(6,7) 17,3
15 1,28s 19,4

C=0 - 166,6
r - 1219
2’ 7,90d (8,6) 132,2
3 6,89d (8,6) 115,6
4 - 161,3
5’ 6,89d (8,6) 115,6
6’ 7,90d (8,6) 132,2
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Composé E6

OH

Composé E6

L’observation du spectre RMN ditf du composé6 (figure 50) révéle une grande
parenté avec le compoE®&. On note la présence de :

- Deux doublets a 7,95 ppm et a 6,90 ppm correspaadayp-hydroxybenzoyle

- Un proton a 5,85 ppm attribuable au proton d’'atigh,

- Unméthyle CH-11 a 1,88 ppm,

- Un méthyle CH-15 a 1,18 ppm.

- Les protons du groupement isopropyle a 0,93 (8617 Hz), 0,83 (3Hd 6,7 H2 et
a 1,94 ppm (1Hm).
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Figure 50.Spectre de RMN dtH du composé E6 (300 MHz, CDgI

Toutefois, ce spectre présente des signaux ditieremire 4 et 6 ppm. En effet, on
constate I'existence de trois protons a 5,85 pgpdil(0 Hz), 5,40 ppnbf ) et 4,31(m) ppm.

Les corrélations observées en HSQC montrent gpeoten & 4,31 ppm est porté par
un carbon oxygéné observé en RMN'd0 & 69,7 ppm, le signal & 5,85 ppm est le proton
d’acylation (porté par le carbone a 72,8 ppm), algue le signal a 5,40 ppm est le proton

oléfinique (porté par le carbon oléfinique a 126p3n).

Les corrélations observées en COSY (figure 51ndti®IBC (figure 52) révelent la
position de double liaison en C7-C8 et la présetwe hydroxyle en C-9.

La structure exacte du composé E6 ainsi déterminégespond ab6-p-
hydroxybenzoyllancérotriol, qui avait déja été isolée de lancerottensigFraga et al.,
1989]. Les déplacements chimiques des signaux wésen RMN du'H et du'®C sont

présentées dans le tableau 29.

100



ETUDE PHYTOCHIMIQUE Ferula elaeochytris

—r A

< é
' -
L]
E o0 ] an
4 1&3 oo _-“
¢ 0 o 0 oy X
_.OH -
HO w—— -
S L
—l0. @ " |
w nd}l # O I
] @@@ 2 & "
D . 5 . . . . . . . . . : . . L
5 y 3 HO o)

Figure 51.Spectre de RMN dtH-"H COSY du composé E6 (300 MHz, CRLCI
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Figure 52.Spectre de RMN dtH-*C HMBC du composé E6 (300/75 MHz, CRCI
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Tableau 29.RMN du'H et**C du compos&6 (300/75 MHz, CDGJ).

position oy (J en Hz) dc

1 - 42,5
2 1,25m- 1,65m 42,2
3 1,60m-1,95m 31,69
4 - 86,8
5 2,05m 54,6
6 5,85d (10,0) 72,8
7 5,40s 126,3
8 - 138,9
9 4,31m 69,7
10 - 50,4
11 1,88s 24,0
12 1,94m 37,0
13 0,93d (6,7) 18,3
14 0,83d (6,7) 17,5
15 1,18s 19,0
C=0 - 166,9
r - 122,0
2’ 7,95d (8,6) 132,1
3 6,90d (8,6) 115,6
4 - 161,0
5 6,90d (8,6) 115,6
6' 7,95d (8,6) 132,1
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Composé E7

OH

Composé E7

Le spectre de RMN dtH (figure 53) du composE7 rappelle sans ambiguité celui de
E4. On remarque rapidement la présence du groupgwgydroxybenzoyledont les protons
sont observés 389 ppm (2Hd 8,6 Hz) et a 6,85 ppm (2Hd;8,6 Hz), le proton d’acylation a
5,78 ppm @d 10,2 et 4,1 Hz), ainsi que les deux méthyles idedropyle a 0,83 ppnd (6,4
Hz) et & 0,82 ppmd(6,4 Hz).

En revanche, on observe que le méthyle-CHse présente sous forme d’'un doublet
de doublet a 1,24 ppndd 3,7 et 2,0 Hz) ce qui suggere I'absence de ddigiton entre C-8
et C-9. On constate aussi la présence de deuxngratd,46 ppmdd 11,7 et 1,7 Hz) et a 5,56
ppm ¢ 11,7 Hz) indiguant une double liaison entre C-2&t ou C-9 et C-10.

j b ‘]-‘Jk___

Figure 53.Spectre de RMN dtH du composé E7 (300 MHz, CD{I

Les corrélations observées ##'*C HMBC (figure 54) entre les GHL5, CH-11 et
les carbones oléfiniques a 134,5 ppm et a 138,2 pgmmettent de déduire la position de la

double liaison entre C-9 et C-10.
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Figure 54.Spectre de RMN dtH-**C HMBC du composé E7 (300/75 MHz, CREI

La configuration de Ck11 enp est confirmée grace & I'expérieriteéH ROESY
(figure 55).

OH

Figure 55.Corrélations ROESY'{-'H) choisies du composé E7.

L’ensemble de ces données permet d’identifier cmpmseé comme étant Kf3-

hydroxy-6a-(p-hydroxybenzoyloxy)dauc-9-énequenous avons nomméaeochytrine B.A

104



ETUDE PHYTOCHIMIQUE Ferula elaeochytris

notre connaissance, ce composé n'a jusqu’a prgsenis été décrit dans le regne végétal.
Les attributions de tous les signaux des specttesHdet du**C du composé7 sont
présentées dans le tableau 30.

Tableau 30.RMN du'H et**C du compos&7 (300/75 MHz, CDGJ).

position oy (JenHz) oc
1 - 45,8
2 1,35m- 1,60m 41,5
3 1,55m-1,92m 30,9
4 - 85,5
5 2,45d (10,5) 52,3
6 5,78dd (10,2 ; 4,1) 70,5
7 2,08m -2,50m 46,1
8 2,08d (11,3) 21,2
9 5,56t (11,7) 138,2
10 5,46dd (11,7; 1,7) 134,5
11 1,24dd (3,7; 2,0) 21,3
12 1,56sept(6,5) 36,5
13 0,83d (6,4) 17,4
14 0,82d (6,4) 18,4
15 1,60s 28,9
C=0 - 167,0
T - 122,4
2’ 7,89d (8,6) 132,0
3 6,85d (8,6) 115,5
4 - 160,8
5 6,85d (8,6) 115,5
6 7,89d (8,6) 132,0
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Les composeés E8 et E9 :

Les composés E8 et E9 ont été isolés sous la fdlume poudre jaune. lls absorbent
en lumiere UV a 254 nm et a 365 nm. Ces composéggssent en CCM avec le réactif de
Neu (diphénylborate d’éthanolamine).

Composé E8

HOOC OH

2
1

OH OH

Composé E8

Le spectre de RMN ddH (figure 56) présente un aspect différent de ceks
spectres précédents.

On constate deux doublets a 7,59 ppm @ #6,0 Hz) et a 6,31 ppm (1ld;16,0 Hz)
correspondant a une double liaison en configuratenms ainsi quetrois protons aromatiques
a 7,07 ppm (1H d 2,0 Hz), 6,96 ppm (1Hdd 9,0 et 2,0 Hz) et a 6,79 ppm (1 9,0 Hz).
L'ensemble de ces signaux sont caractéristiquesn duoupement (E)-caféoyld3,4-

dihydroxycinnamoyle).
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Figure 56.Spectres de RMN diiH et du**C du composé E8 (300 MHz, GDD)

On observe également trois protons adjacentsanotibns alcooliques a 5,39 ppm,
4,13 ppm et a 3,68 ppm ainsi que quatre protonsrpopés entre 2,20 et 2,01ppm.
A partir du spectréH-"H COSY on déduit I'enchainement de ces protons :

CH,-CHOH-CHOH-CHOH-CH

Le spectre de RMN du®C-J-modulé permet d'identifier 16 carbones dont 9
appartiennent au rest&)fcafeoyle. Parmi les 7 carbones restants on obsernvcarbone
carboxylique a 178,1 ppm et un carbone quaterdarie,8 ppm.

La comparaison avec les données de la littératarmgt d’identifier le composg8
comme étant Hcide 5-cafféoylquinique (acide chlorogéniquég [Pauli et al, 1998]. Ce
composé avait déja été isolé du fenu gréoeniculum vulgargApiacées) [Parej@t al.,
2004b]. Les déplacements chimiques des signawxngssen RMN du'H et du®*C sont
présentés dans le tableau 31.
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Tableau 31.RMN du'H et**C du compos&8 (300/75 MHz, CROD).

position oy (Jen Hz) dc
1 - 77,8
2ax 2,18dd (14,0; 3,0)
39,1
2eq 2,01ddd (14,0; 5,0; 2,5)
3 4,13dt(5,0; 3,0) 73,1
4 3,68dd (9,0; 3,0) 75,1
5 5,39dd (10,0; 9,0; 4,2) 72,6
6ax 2,08dd (14,0; 10,0)
40,6
6eq 2,20ddd (14,0; 4,2; 2,5)

COOH - 178,1
a 6,31d (16,0) 115,6
B 7,59d (16,0) 146,8
T - 127.,8
2’ 7,07d (2,0) 115,0
3 - 146,8
4 - 149,4
5’ 6,79d (9,0) 115,5
6’ 6,96dd (9,0; 2,0) 122,9

C=0 - 169,2
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Composé E9

Composé E9

Au niveau du spectre de RMN dd du compos&9 (figure 57), on retrouve les mémes

caractéristiques majeures que pour le comp@se

En revanche, on observe la présence de deux grampefl)-caféoyle: trois doublets
a 7,59 ppm (2H; 16,0 Hz), 6,31 ppm (1H; 16,0 Hz) &t6,31 ppm (1H; 16,0
Hz).correspondant aux deux doubles liaisons en igunation trans et six protons
aromatiques a 7,08 ppm (2&12,0), 6,96 ppm (2H]d 9,0 et 2,0 Hz) et a 6,79 ppm (2819,0
Hz).

!
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Figure 57.Spectres de RMN diid et du™*C du composé E9 (300 MHz, GDD)

La comparaison avec les données de la littératarmgt d’identifier le composg9
comme étanfacide 1,5-dicafféoylquinique[Marutaet al, 1995]. Ce composé avait déja été
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isolé du fenu grecFoeniculum vulgargApiacées) [Parejet al, 2004a]. Les déplacements

chimiques des signaux observés en RMNHlet du’*C sont présentés dans le tableau 32.

Tableau 32.RMN du'H et™*C du compos&9 (300/75 MHz, CROD).

position oy (J en Hz) oc
1 - 81,0
2ax 2,30dd (14,0; 3,5)
2eq 2,11ddd (14,0; 7,0;1,5) 365
3 5,54dt (7,0; 3,5) 71,7
4 3,91dd (10,0; 3,5) 72,2
5 5,39dd (10,0; 7,5; 4,2) 73,6
6ax 2,18dd (14,0; 7,5)
6eq 2,25ddd (14,0; 4,2; 1,5) 399
COOH - 178,1
o 6,42d (16,0) 115,1
' 7,61d (16,0) 146,4
- 128,1
2’ 7,08d (2,0) 114,2
3 - 1455
4 - 148,3
6,79d (9,0) 115,6
6’ 6,96dd (9,0; 2,0) 122,1
c=0 ) 168,1
o’ 6,31d (16,0) 115,1
i 7,59d (16,0) 146 4
1" - 128,1
2" 7,07d (2,0) 114,3
3" - 148,3
4" - 148,3
5” 6,78d (9,0) 115,6
6" 6,95d (9,0; 2,0) 122,1
Cc=0 - 167,7
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Composeé E10
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Composé E10

Le composé E10 a été isolé sous la forme d’'unengdoldnche. Il n’absorbe pas en
lumiere UV. Ce composeé réagit en CCM avec le réadtanisaldéhyde.

Le spectre de RMN ddH (figure 58) présente un aspect plus complexe lgse
spectres préceédents. On observe en particuliemdssifs de protons entre 4,0 et 3,0 ppm.

Les éléments caractéristiques de ce composé sgrbten a 5,24 ppmt 3,2 Hz)
ainsi que les sept groupements méthyles singulets4a 1,05, 0,94, 0,92, 0,90, 0,79 et 4 0,85
ppm. Ces signhaux sont typiques des protons ded€acléanolique. On observe également
guatre doublets a 5,37, 4,71, 4,62, et 4,46 ppra.simaux ainsi que ceux entre 4 et 3 ppm
suggerent la présence de quatre unités d'oses.

111



ETUDE PHYTOCHIMIQUE Ferula elaeochytris

I I I I I I Y N BN N
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Figure 58.Spectres de RMN diiH et™*C du composé E10 (500 MHz, GDD)

L’expérience’H TOCSY spécifique des protons entre 5,5 ppm eipprh ainsi les
contantes de couplage de ces protons étaient pblasdéterminer la nature des oses. Il s’agit
d’'un B acide glucuronopyranose (B), d’rgalactopyranose (C) et de defirglucopyranose
(A et D) (figure 59, 60).
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Figure 59. Spectres de RMN diiH TOCSY spécifique du proton & 5,24 ppm du comike (500
MHz, CD;OD)
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Figure 60.Spectres de RMN diid TOCSY spécifique des protons a 5,37 ; 4,71 ; 416246 ppm du
composé E10 (500 MHz, GDD)
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ETUDE PHYTOCHIMIQUE Ferula elaeochytris

L’expérience'H-*C HMBC a permis d’établir la position des unité&lagies
(figure 61).
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Figure 61. Spectres de RMN diiH-"*C HMBC du composé E10 (500/75 MHz, GID).

La structure exacte du compo&ilO ainsi déterminée correspond &40-[B-
glucopyranosyl-(1>2)-p-galactopyranosyl-(+>2)--glucuronopyranosyl]acide
oléanolique 28-OB-glucopyranoside (sandrosaponine 1X qui avait déja été isolée du
Bupleurum rigidun{Apiacées) [Sdnchez-Contreretsal, 2000]. Les déplacements chimiques

des signaux observés en RMNttuet du'3C sont présentés dans le tableau 33.
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Ferula elaeochytris

Tableau 33.RMN du'H et**C du compos&10 (500/75 MHz, CROD).

position oy (Jen Hz) oc position oy (Jen Hz) oc
1 0,98m-1,59m 39,9 Glucose
2 1,69m- 1,64m 26,9 ? 5,37d (8,0) 95,7
3 3,18dd (12,1; 4,1) 91,4 2 3,31m 73,9
4 - 40,4 3 3,40m 78,3
5 0,75m 57,0 4 3,34m 71,1
6 1,38m- 15,2m 19,3 5 3,34m 78,7
7 1,30m-1,47m 34,0 6 3,68m- 3,81 62,4

br d(11,8)
8 - 40,7 Glucose
D
9 1,56m 49,0 1 4,62d (7,7) 105,2
10 - 37,8 2 3,29m 83,5
11 1,88m 24,5 3 3,39m 77,8
12 5,24t (3,2) 123,9 4 3,36m 70,9
13 - 144.8 5 3,38m 78,8
14 - 42,9 6 3,74m- 3,92 62,2
brd(11,7)

15 1,78m 28,9 Galactose
16 1,72m- 2,04m 24,0 (i: 4,71d (6,8) 106,2
17 - 48,0 2 3,76m 76,0
18 2,84dd (13,7; 3,8) 42,5 3 3,70m 77,9
19 1,14m- 1,70m 47,2 4 3,88m 71,2
20 - 31,5 5 3,46m 79,0
21 1,20 m-1,39 m 34,9 6 3,66m-3,71m 62,5
22 1,60m-1,70m 33,1 Ac. Glucuronique
23 1,05s 28,5 ? 4,46d (7,5) 105,4
24 0,85s 17,0 2 3,48m 83,4
25 0,94s 16,0 3 3,75m 77,7
26 0,79s 17,7 4 3,53m 72,5
27 1,14s 26,3 5 3,64m 76,5

28(CO) - 178,1 COOH - 178,1
29 0,90s 33,5
30 0,92s 23,9
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3.1 Activités cytotoxiques

Les lignées principales utilisées pour évaluettiNée cytotoxigque sont :
> La lignée humaine leucémique myeéloide chronidE52R résistante a
limatinib.
> La lignée murine leucémique myéloide chronid&l-3b/M2 résistante au
dasatinib et a I'imatinib.

Ces deux lignées présentent deux meécanismes différde la résistance aux
inhibiteurs de tyrosine kinase. La résistance diggteée DA1-3b/M2 est dépendante de BCR-
ABL alors que celle de K562R est indépendante.

Une fois les molécules isolées et caractériséles sbnt testées pour leurs activités
cytotoxiques vis-a-vis des deux lignées a l'aidelaldechnique colorimétrique du MTT
[Goslandet al., 1989].

Les esters de juniférol

Parmi ces esters, Janiférinine et lalyciférine E se sont révélées étre les composés
les plus actifs avec desdgtomprises entre 18 uM et 40 uM. Le plus actifi@gtiniférinine
(J6) avec des G respectives de 18,6 uM et 33,0 uM vis-a-vis dgiséles cellulaires DAL-
3b/M2 et K562R. En revanche, la lyciférine A esatement inactive (tableau 34).

On constate a partir de ce tableau que I'estétifinades deux fonctions hydroxyles
du juniférol par un résidp-OH benzoyle (acidg-OH benzoique ou acide vanillique) et un
groupement acétyle pourraient étre nécessairestivité cytotoxique.

Ensuite, la cytotoxicité de la juniférinine a étéal@ée vis-a-vis des cellules RAJI
(une lignée lymphoide cancéreus vis-a-vis des cellules de moelle de sujets sdbes
composeé s’est révélé aussi toxique vis-a-vis délsleg RAJI et vis-a-vis des cellules de
moelle saines (G413,0 + 2,1 et 30,7 £ 2,8V respectivement).

Ces résultats montrent que I'activité de la jurifiée n’est pas sélective des cellules

cancéreuses.
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Tableau 34.Activités des esters de juniférol sur les lignBéd.-3b/M2 et K562R.

Molécule DA1-3b/M2 K562R
ICSOUM IC sopM
J1 angC" % Lyciférine A >100 >100
J2 Ang/oﬁ Lyciférine B 450+ 1,9 >100
o§<
J3 . ,0@ Lyciférine C 70,0+ 2,0 >100
nz OH
J4 gz @ Lyciférine D 45,0+1,9 >100
(6]
J5 Jelin @ Juniferdine 23,7+x1,1 61,0+0,9
p-OHBNz 3H
J6 p.OHan/OgJ\'-bQ Juniférinine 18,6+12  330%11
o
J7 el @ Juniférine 29,0£0,9 68,1+1,2
Van OH
J8 van o QOQ Lyciférine E 201+11 415+1,2
oéﬁ
Camptothecine 30,0+0,5nM 2,0+ 0,2nM

Les esters de fervanol :

Les trois esters de fervanol se sont révélés @iaement inactifs. On constate que la

partie sesquiterpénique joue un réle important fpaativité surtout la position de la double

liaison par rapport a la fonction ester.
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Les esters de germacrane:

Les composés Glet G2 montrent des activités vis-@les deux lignées cellulaires
DA1-3b/M2 et K562R (tableau 35). Le dérivé estérifiar unp-OH benzoyle s’est révélé
trois fois plus actif que celui estérifié par usteevanilloyle.

La sélectivté du composé G1 a été aussi étudiéa-vis des cellules RAJI et vis-a-
vis des cellules de moelle de sujets sains. Ce oséng’est révelé toxique sur les cellules
cancéreuses et sur les cellules de moelle sainesersél était trois fois plus actif sur les

cellules cancéreuses 21,0 + 1 et 57,7 + LM respectivement).

Tableau 35.Activités des esters de germacrane sur les ligi¥ss-3b/M2 et K562R.

Molécule DA1-3b/M2 K562R

|C50HM |C50M|\/I
G1 247 +0,8 253+1,0
G2 67,0+1,2 82,2+0,9

Les esters de daucane

Tous les esters de jaeschkeanadiol ont montré aastés cytotoxiques avec des
valeurs de Ghcomprises entre 7,8 et 64,1 uM (tableau 36), ls ptiif étant Elaeochytrine
A avec des G} respectives de 7,8 uM et 12,4 uM vis-a-vis desélgg cellulaires DAL-
3b/M2 et K562R. Comme les esters de juniférol,desghkeanadiol esterifié par un reste
angéloyl était le moins actif.

Parmi les esters de daucane restants, seul I'délgiee B a montré un faible effet
cytotoxique vis-a-vis de DA1-3b/M2 (€l= 65,0 uM), alors gu’elle est inactive vis-a-vissd
cellules K562R. Les composés E5 et E6 étaient oeterplent inactifs.

Ces données montrent que la présence d’'un groupemt#manilique est utile pour
l'activité cytotoxique, comme suggéré par Krigf al, 2005, méme si elle n'est pas
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absolument nécessaire pour les esters de jaescuielarcomme la férutinine qui possede
des activités cytotoxiques.

En revanche, la présence de la double liaison C&&8able primordiale, toutes
modifications a ce niveau diminuant 'activité.

L’activité sélective dd’élaeochytrine A a été aussi étudiée vis-a-vis de la lignée
leucémique promyélocytaire HL60 et des cellules omorclées issues du sang périphérique
(PBMCs) de sujets sains.

Ce composé s’est révélé toxique vis-a-vis des lesllbIL60 (Cip = 13,1 + 1,0uM),
alors qu’il n’était pas toxique jusqu’a 100 uM vasyis des cellules saines.

Ces résultats démontrent gi&aeochytrine A a une activité sélective contre les

cellules cancéreuses.

Tableau 36.Activités des esters de daucane sur les lignéesEhAH2 et K562R.

DA1-3b/M2 K562R

Molécule IC oM ICoopM
El HO@ 39,2+1,2 64,1+1,0
AR
Ang
E2 HO@ Téferidine 295+1,5 55,1+1,0
AR
Bnz
E3 HO@ Elaeochytrine A 78+1.2 12,4 +2,6
— !
Anthra
E4 HO@ Férutinine 291+10  253%05
o
ES >100 >100

o)
~p-OHBNz
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OH
E6 HOT\ >100 >100

o)
~p-OHBNz

E7 HO@‘ Elaeochytrine B 65,0+ 1,0 >100

N\

o)
~p-OHBnz

Composés non sesquiterpéniques

Parmi les autres composés non sesquiterpénigussgue l'acide 5-caféylquinique,
l'acide 1,5-dicaffeoylquinique et la sandrosaporiXieaucun n’a montré d’activité vis-a-vis

des deux lignées cellulaires.
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CONCLUSION

L’étude phytochimique des fruits et des racinesedrila lyciaainsi que des racines de
Ferula elaeochytris a permis d’identifier vignt esters sesquiterpeagjudont sept
correspondant a des nouvelles structures, un sajen@t deux acides phénoliques. La
détermination de structure de ces composés a absée a laide de méthodes
spectroscopiques de RMN mono- et bidimensionnelesno- et hétéronucléaires et de
spectrométrie de masse. La majorité des composéss isles deux plantes appartient aux

esters sesquiterpeniques.

» Les racines dd-. lycia étaient riches en dérivés de I'humulane (esters de
juniférol et de fervanol). Les fruits étaient augshes en esters de juniférol, alors qu’on
constate I'absence d’esters de fervanol et la poesdes dérivés de germacrane. Il est a noter
gue la présence d'esters de I'humulane et du geamaaans la méme espéeceFagula est
rare. Elle n'a été déja constatée jusqu’a présaptapns les racines de lapidosaet F.
tenuisectdSaidkhodzhaeet al, 1985].

» Sept dérivés sesquiterpéniques ont été aussi isdiés la fraction
dichlorométhanolique de I'extrait méthanolique desines deF. elaeochytris Il s’agit
d’esters de daucane dont la majorité est des adtej@eschkeanadiol. Parmi ces composés,
on note la présence d’'un ester de I'acide anthga) plutot rare dans le réegne végétal. Deux
acides phénoliques et un saponoside ont été igentfins la fraction butanolique du méme

extrait.

Toutes ces molécules isolées ont été testées pory &ctivités cytotoxiques vis-a-
vis de la lignée humaine leucémique myéloide clgumiK562R résistante a I'imatinib et de
la lignée murine leucémique myeéloide chronique BdIM2 résistante au dasatinib et a
imatinib, a I'aide de la technique colorimétriqde MTT. Les esters de jaeschkeanadiol, de
germacrane et certains esters de juniférol ont réalgs activités cytotoxiques intéressantes

vis-a-vis les deux lignées cancéreuses.

Ensuite la selectivité vis-a-vis des cellules camgges des trois composés les plus
actifs : le 6-—anthranilyljaeschkeanadiol (€lacochgt A), le 3p-hydroxybenzoyl-6-
acétyljuniferol (juniférinine) et le @-p-hydroxybenzoyl-germacra-1(10),4-diene a été
etudiée. Seul I'élaeochytrine A n’a pas montréaeacité vis-a-vis des cellules saines, tandis

gue les dérivés de I'hnumulane et du germacranenontré des cytotoxicités.
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CONCLUSION

Méme si l'activité de I'élaeochytrine A est modérédle pourrait étre un candidat
intéressant pour le développement de nouvellesaulag actives sur la leucémie résistante

aux inhibiteurs de la tyrosine kinase ou pour pnéva résistance.

L’ensemble de ces résultats montre que les souraéselles peuvent étre un
véritable réservoir de molécules originales susiokgst d’étre proposées comme modele pour
des travaux de chimie médicinale. Le champ de rebkeest donc particulierement étendu et

prometteur.
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4.1 Matériel végétal et extraction

F. lyciaa été récoltée en aolt 2008, entre les deux villdgeKarabayir et Kovali et

F. elaeochytrisa été récolté en aolt 2005 prés de Ya@ada Turquie (carte 2).
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Carte 2. Carte de la Turquie comportant la localisation apjpnative de site de récolte de
B F. lycia et A F. elaeochytris

Les drogues séchées et broyées ont été extraitegnpaméthode d’extraction de
routine. La poudre est mise en contact avec leasbhApres 24 h d’agitation a température
ambiante, le mélange est filtré sur papier et $&dreest a nouveau extrait deux fois dans les
mémes conditions. Les filtrats sont réunis et éwdp@u moyen d’'un évaporateur rotatif

(Buchi Rotavapor) a la température maximale de 40°C

Les extraits secs obtenus sont ensuite stockém@etature ambiante, a I'abri de la

lumiére jusqu’a utilisation.
4.2 Méthodes chromatographiques analytiques
4.2.1 Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les chromatographies sur couche mince sont empoy#ns le suivi des

purifications et permettent de vérifier la préseeck degré de pureté des produits étudiés.

Une plague de chromatographie sur couche mince (Cs&Mtompose d’'un support
en aluminium ou en verre, sur lequel est fixéefimecouche d’'un milieu de sorption (silice,

cellulose, alumine, polyamide...) comme phase statios.
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Le développement de la plaque s’effectue dans Va em verre contenant I'éluant

approprié.

On la place en position verticale ou |égeremeritriée dans une cuve en verre ; elle
repose contre I'une des parois et est immergéeva®n0,5 cm dans la phase mobile, qui est
constituée d'un ou de plusieurs solvants, et destviapeurs auront préalablement saturé la
cuve fermée. L'échantillon a étudier, déposé aat’'déiquide par appositions successives au
moyen d’une micropipette en verre et éventuellerséohé par ventilation sera plus ou moins
entrainé par la progression par capillarité deHasp mobile vers le haut de la plaque. Le
comportement de chague molécule sur la plaque dépesinteractions existant entre soluté,
phase mobile et phase stationnaire. La CCM estrgkeméent considérée comme une
technique de chromatographie par adsorption, neagattage peut intervenir, dans le cas de

I'utilisation d’une phase stationnaire liquide sdoisme de film.

Le comportement d’'une molécule particuliere dansysteme donné est exprimé par
son Rf Rate factorou Rapport frontal) qui est le rapport de la diseaparcourue par cette
molécule sur celle parcourue par la phase mobitmifdu solvant) et qui peut donc étre

compris entre O et 1.

Nous utilisons essentiellement des plaques dea8#ic60 ks, prétes a I'emploi a
support en aluminium (Merck). Elles sont imprégnéem réactif permettant une meilleure
visibilité des molécules absorbant a 254 nm. Lestésyes de solvant les plus couramment

employés avec ces plaques sont les suivants :

. Extraits apolaires : éther de pétrole/acétate glétfi:1)
. Extraits polaires : acétate d'éthyle/acide acéfiagide formique/eau
(100:11:11:27)

Ces compositions ne sont bien sdr qu’indicativegp@ivent étre adaptées aux

besoins spécifiques d’'une analyse.

Les CCM sont analysées en lumiére visible et sods(2b4 et 356 nm), avant et
apres révélation par les réactifs appropriés. lisatiion de différents réactifs vaporisés sur les
plaques de chromatographie sur couche mince aprésné permet de comparer les profils
des fractions séparées et de les rassembler etrioforae leurs similitudes, d’obtenir des
renseignements supplémentaires sur le type d’'udécuoie (cas de réactifs spécifiques), et
éventuellement permettre de localiser certains oség invisibles sans dérivatisation
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chimique (c’est le cas du saponoside isolé lorsad&avail). Les principaux réactifs utilisés

sont dans tableau 37.

Tableau 37.Principaux réactifs utilisgsour la révélation des CCM.

Réactif Substances révéléee Mode d'utilisation
Préparer une solution geanisaldéhyde 2
0,5% dans un mélange
CH3OH/AcOH/H,SO, (85:10:5).
Anisaldéhyde

(Deleu-Quettier 2000)

réactif polyvalent

1S4

Pulvériser sur la plague. Aprés chauffage

intense, les composés organiques
apparaissent sous forme de taches

colorées en lumiéere du jour.

Neu
(Wagner 1983)

flavonoides

acides phénoliques

Préparer une solution de diphénylbor
d’éthanolamine a 1% dans le méthano|
ajouter 5% de PEG 4000.

Vaporiser sur la plaque. Les flavonoid
apparaissent sous forme de tac
fluorescentes orange, jaunes, bleues

vertes a 365 nm.

ate
| et

es
hes

5 et

125



MATERIEL ET METHODE

4.2.2 Chromatographie liquide haute performance (CHP)

La CLHP repose sur les mémes principes de baselagugCM. Elle est plus
complexe d'utilisation, nécessite davantage de gutens mais permet surtout une
améelioration tres importante dans de nombreux doesaidont deux principaux : le seuil de

détection et la résolution. Un systéme de CLHPsdjae comprend les éléments suivants :

»  Un systeme de pompage (simple ou multiple) poutadép la phase mobile a
haute pression (200-300 bars),

» Un injecteur (manuel ou automatique) pour introglugtans le systeme a haute
pression, I'échantillon solubilisé dans un solvadéquat et exempt de particules en

suspension (risque de colonne bouchée),

»  Une colonne contenant la phase stationnaire. Ceist de granulométrie tres
fine, c’est d’ailleurs ce qui permet le gain deotédon mentionné plus haut. Ceci explique la
nécessité de recourir a des pressions tres impestget a des matériaux résistant a ces
pressions !) pour « forcer » le passagdadghasemobile a travers ce solide finement poreux

en un temps raisonnable,
> Un détecteur a ultraviolets,

» Une interface permettant de visualiser les sigrennegistrés par le détecteur

(intégrateur ou logiciel informatique).

Le laboratoire de Pharmacognosie de la FacultéSdesnces Pharmaceutiques et
Biologiques de Lille est équipé d’'un systeme dequarShimadzu composi&e deux pompes
LC-10AS, d’un détecteur UV SPD-10A a deux longuadionde et d'un module de contrble
SCL-10Avp. Le tout est pilotévia le logiciel LC solutions. Un dégazeur Alltech géacé
entre les flacons de solvant et les pompes, aBnidr les perturbations dans la détection,
provoqueées par la présence de bulles d’air damhdse mobile. Un four est utilisé pour
limiter les variations de conditions d’analyse daesn changement de température dans la
piece.

Nous avons travaillé avec plusieurs colonnes, sodi type C18 (phase inverse),
c’est-a-dire rendues hydrophobes par greffage delug octadécyliques sur les groupes

silanols.
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Que ce soit pour des analyses isocratiques (cotiposiu mélange identique
pendant toute I'analyse) ou en gradient, nous atoopurs travaillé avec des mélanges

méthanol/eau ou acétonitrile/eau, éventuellement.

Les analyses ont été réalisées sur colonne InterB-18 (2584,6 mm, 5um). Les
solvants A et B sont respectivement I'eau et I'acitile ou le méthanol. La phase éluante
était un gradient 80% (B) a 100% (B) pendant 20. inéndébit était de 1 ml/min.

4.3 Méthodes chromatographiques préparatives
Les supports les plus utilisés sont des siliceghase normale (parfois inversée).
4.3.1 Chromatographie sur colonne ouverte

Plusieurs types de phases ont été mis en ceuvreddartolonnes en verre. La taille
et le diamétre de la colonne sont choisis en fonatie la quantité d’échantillon & purifier et
de la résolution souhaitée. La quantité de phagmshaire utilisée est généralement 30 a 50
fois supérieure a la quantité d’échantillon dépok&xtrait a fractionner peut étre déposé en
phase liquide concentrée (dans un solvant peu @loanen phase solide (adsorption sur

silice).

La gravité étant la seule force de migration, qeetge chromatographie est long et
employé pour des phases stationnaires de type &ephaH 20 (chromatographie
d’exclusion) ou parfois pour de la silice (SDS 6GF#&200um).

Filtration sur gel

La filtration sur gel, ou chromatographie d’exchrsi repose sur la séparation de
constituants en mélange en fonction de leur masdécuaire et de leur structure spatiale. La
colonne est remplie d’'un gel constitué de billes m@ymeére. Cette technique a été
initialement développée pour des séparations eniehldes polymeres et le principe en était
simple : plus la molécule est grosse et plus elteékiée rapidement (elle « tombe » a travers
le gel), plus elle est petite et plus elle ser@nia¢ par I'entrelacs des fibres de la phase
stationnaire. Ici, la phase mobile ne joue donc tpedble de véhicule. En pratique, il
semblerait que dans le cas de la séparation d&éegetiolécules, on ne puisse exclure
'existence d’interactions de type adsorption —céwr électrostatiques, et Il'utilisation de
gradients présente un réel intérét [Hamikkoml, 1977].

Le mélange a séparer est introduit par voie liq@tlEélution est assez rapide sans

pression extérieure.
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Nous utilisons un gel de dextran hydroxypropyléicté€, le Sephadex LH-20
(Pharmacia) pour le dégrossissage d’extrait ouuldipation de produits. Le Sephadex est
tres facilement réutilisable et est compatible abetlisation de solvants organiques (le
dichlorométhane est par exemple utilisable en ng&laavec le méthanol s’il n’excéde pas
50% du mélange). Il est utile pour éliminer lesocbphylles ou fractionner un extrait dans

lequel des molécules de tailles trés différentes presentes.
4.3.2 Chromatographie liquide & moyenne pression (G1P)

Comme son nom l'indique, cette technique est ahmeixin entre la basse et la haute
pression. La CLMP permet de réaliser des sépagmtilembonne résolution avec un débit
élevé.

Un dispositif de CLMP reprend en fait toute I'orggation d’'une chaine de CLHP
(systéeme d’introduction de I'échantillon, progressde la phase mobile assurée par une ou
plusieurs pompes, possibilit¢ de programmer un ignad.) mais on travaille a des

pressions inférieures (maximum 50 bars).

Nous avons utilisé pour ce travail un systeme Béohiposé d’'une pompe C-605 et
d’un contrdleur de pression C-615. Les colonnasn&’longueur de 460 mm et d’'un diamétre
interne de 15, 25 ou 35 mm ont été conditionnéles $a procédure standard du constructeur
avec de la silice RP-18, 15-25 um ou 25-40 um (K)ert’élution était réalisée par des

mélanges méthanol/eau.

4.3.3 Chromatographie liquide haute performance senpréparative (CLHP semi-

préparative)

Les séparations ont été réalisées sur colonnechterRP-18 (25810 mm, 5um).
Les solvants A et B étaient respectivement I'eale enéthanol. La phase éluante était un
gradient 80% (B) a 100% (B) pendant 20 min. Le détaiit de 5 ml/min.
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4.4 Méthodes physico-chimiques
4.4.1 Spectrophotométrie UV-visible

L’absorption moléculaire dans le spectre ultravietevisible dépend de la structure
de la molécule. L'absorption d’énergie est quagdifiet résulte du passage des électrons
d’orbitales de I'état fondamental vers des orbgal@in état excité d’énergie supérieure. La
structure particuliere d’'une molécule est liée @& absorption plus ou moins importante a
chaque longueur d’onde observable (UV de 200 aw®Q visible de 400 a 800 nm).

L’absorption dans le domaine du visible est cowattse traduit par une coloration
de I'échantillon ; la spectrométrie UV se limitdlege généralement aux systemes conjugués.
Cette sélectivité peut présenter un avantage : glegapes caractéristiques peuvent étre
reconnus dans des molécules de complexité tresbkari

La spectrophotométrie UV-visible permettra donc :

» De reconnaitre des groupements chimiques partisuliesurtout s’ils
comportent des doubles liaisona, fortiori conjuguées. L'interprétation d'un spectre
ultraviolet est plus aisée que celle d'un spediible,

»  En mesurant, a une longueur d'onde précise (laulemgd’'onde d’absorption
maximale de la molécule ou du complexe qu’elle ®rawec un réactifimay), I'intensité de
cette absorption (densité optique, DO) par rappah témoin de concentration connue, de
déterminer la quantité de la molécule présente daréchantillon.

Au laboratoire de Pharmacognosie de la FacultéSiésnces Pharmaceutiques et
Biologiques de Lille, nous utilisons un appareib&irom WPA Lightwave Il UV-visible

pour réaliser les spectres d’'absorption des matéasblées.
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4.4.2 Spectrométrie de masse
Cette technique repose sur deux éléments fondamenta

» La possibilité, par différentes méthodes, de fragereune molécule en différents
ions, positifs ou négatifs, de rapportgdz (masse/nombre de charges élémentaires)
différents ; le lieu de fragmentation s’appelle daurce et de son type dépend

l'interprétation des résultats ;

> La détection de ces fragments. La encore, diffésetéchniques existent (déflection
par champ magnétique, filtre de masse quadripoltia@pe ionique, temps de vol)

mais leur nature influe essentiellement sur laipiée des résultats.

Chaque molécule peut étre caractérisée par unl gtefifragmentation pour une
technique de fragmentation donnée. De plus, ipessible qu’il se forme un ion moléculaire
(M*, par exemple) ou pseudomoléculaire ([M¥H]indiquant la masse de la molécule
étudiée. La figure 62 montre I'exemple du spectréaluene par impact électronique, ou I'on
observe essentiellement l'ion moléculairemdz 92 et le fragment issu de la perte d'un
hydrogene an/z91.

100 —
HS—hlbl— 0057

Relative Intensity

Figure 62.Spectre de masse du toluéne par technique d’ingbectronique (75 eV) (SDBS)

Nous avons utilisé plusieurs techniques d’ionisatio

» Limpact électronique (SM-IE) : la molécule est Hmandée par un flux d’électrons
emis par un filament auquel est appliquée une @ergriable (généralement 70
eV) (figure 62).

» L’ionisation chimique (SM-IC) : un gaz sous press{ammoniac, méthane) est utilisé
pour générer des ions positifs. Cette techniqumetde détecter plus facilement I'ion

moléculaire, qui est d’ailleurs souvent tres magore.
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Ces deux techniques ont souvent été utiliséeslama d’'un spectrométre 55Q710
Finnigan mat, au Centre Universitaire de MesuresAgtalyses (CUMA) de I'Universtité de

Lille Nord de France.

»  L'electrospray-ionspray (SM-ESI): La solution cenant la substance a
analyser est introduite dans la sow@eun capillaire a la sortie duquel un champ éleatriq

intense est appliqué, ce qui entraine la nébuisate la solution a pression atmosphérique.

Les gouttelettes produites dans ces conditions saotement chargées, et les
charges sont déterminées par la polarité du chapfiqaé sur le capillaire. Ce processus,
appeléelectrospraypeut étre assisté par un flux coaxial de gaz isdnil Cette variante,
appeléeionspray permet de prendre en charge des débits d'inttamucd’échantillon
supérieurs. La désolvatation des gouttelettes ssstrée par un flux d’azote chaud a contre-

courant [Montaudet al., 2002].

Cette technique, développée pour les polymeresyatitulierement utile pour les
molécules de masse moléculaire élevée (>500 Degn Icholéculaire n’est pas observé, mais
on détecte des adduits classiques ([MtHM+NH,4]*, [M+Na]*, [M+K]"). Nous avons
utilisé, pour plusieurs produits, un spectrométriel3®00 (Perkin-Elmer Sciex) a triple
quadripble au Laboratoire d’Application de Spectétne de Masse de I'Université de Lille
Nord de France (figure 63). Cet appareil permetgne d'utiliser le mode SM-SM (ou S
qui consiste en la refragmentation de fragmenexiéhnés, pour une analyse plus fine.

Figure 63. Spectrométre de masse API 3000
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Spectrométrie de masse haute résolution :

Le spectre de masse de haute résolution permetederer la masse exacte des

molécules.

Les spectres des nouveaux composes ont été ergsgssir un Thermo Scientific
Orbitrap spectrométre de masse ExaltivéBréme, Allemagne), en utilisant I'electrospray

(HESI-II). Ces analyses ont été effectues au CUM#iversité de Lille Nord de France.
4.4.3 Spectroscopie de résonance magnétique nuctédRMN)

La RMN repose sur la propriété qu’ont certains asnpossédant un moment de
spin 1 non nul (c’est-a-dire un nombre de massd/dueun numéro atomique Z impairs), de
pouvoir prendre plusieurs orientations bien définiauxquelles correspondent des niveaux
d’énergie distincts, quand ils sont placés danshamp magnétique B En pratique, les
atomes les plus faciles a étudier sont ceux poesémiamoment de spin 1=1/2, or la plupart
des atomes couramment retrouvés dans des moléqulefies soient d’origine synthétique
ou naturelle ont au moins un isotope qui se tradaes ce cas de figuréH, °C, **N, *'p,

% ..). L'orientation de ces atomes peut étre modifiée leur soumission & une radiation
électromagnétique supplémentaire, dans le domaseatiiofréquences< 3.10 & 16* nm,
contre 10 a 800 pour le domaine UV-visible), etrlasure de la fréquence de précession

autour de B lors du retour a la position d'équilibre sera éliéinte en fonction de

I'environnement moléculaire précis de chaque atome.

En phytochimie, les deux atomes les plus étudiés [dnydrogéne (protonjH et le
carbone 13°C. Nous allons rappeler ici les caractéristiquesemtielles des techniques

utilisées.
4.4.3.1RMN du H

La réalisation d’un spectre de RMN dhl est une étape fondamentale dans la
détermination structurale d’'une molécule. De pkle ne nécessite que quelgues minutes,

depuis 'avénement de la RMN a transformée de Eouri
En RMN du'H, trois informations sont importantes :
»  Le déplacement chimiqueg) :

C’est une fréquence exprimable en Hertz (Hz), guiea pratique toujours présentée
sous la forme d’'une échelle de ppm (rapport dedquience de résonance sur celle du champ

magnétique B, qui a 'avantage d’étre la méme quelle que Boipuissance de l'appareil.
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Elle donne une indication sur la nature des growgmsnchimiques présents. Par exemple,
dans la molécule de toluéne, un groupement métteylgsonne pas a la méme fréquence que

le cycle aromatique qu'il substitue (figure 64) fletet al., 2002].

En fonction de la force du champ magnétiqyedBii est synonyme de puissance de
'appareil, on peut distinguer plus ou moins fineineles difféerences dé infimes. Par
exemple, on n'observe que deux pics, alors quergingbes de protons sont présents dans la

molécule de toluéne.

| | 1 | 1 | |

500 400 300 200 100 o

Hz Downfield from TMS

1 |
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7.0 6.0 50 40 30 20 1.0 o

8 (ppm)

Figure 64.Spectre de RMN dtH du toluéne enregistré a 80 MHz. En haut, |a feége de résonance
en Hz, en bas I'échelle conventionnelle exprimépmn [Macomber 2042

»  Lintégration :

L’aire sous la courbe de chaque pic est proporabenau nombre d’atomes
d’hydrogéene équivalents concernés. Par exemples ldafigure 64, la surface du pida,4
représente 3f8°(trois protons sur huit) de la surface totale diesx pics. La prise en compte

de l'intégration nécessite souvent la connaissateda masse totale de la molécule (cf.
spectrométrie de masse).

»  Lecouplage :

Chaque proton est couplé avec ses voisins immédiats équivalents dans la
molécule. Ceci se traduit par un changement dedates signaux observés. Le signal d’'un
proton indique le nombre de protons avec lesqui@sticouplé (n+1 raies pour n voisins) et
peut méme donner des renseignements d’ordre g@alctia I'écartement de ces raies,

mesuré en Hz et appelé constante de couplge (
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4.4.3.2RMN du ®cC

L'isotope *C ne représente qu'1% des atomes de carbone dxiséasensibilité de
cette expérience n’'est donc pas excellente, ceotlige a multiplier le nombre des
expériencesscans sur plusieurs heures afin d’obtenir un spectrdaene qualité. Ceci est
particulierement handicapant pour les substanceseli@s qui sont souvent isolées en faible
guantité par rapport aux produits de la chimieydhgse. En revanche, la résolution obtenue
est trés supérieure a celle des spectresHjupour un méme appareil : les déplacements

chimiques s’échelonnent généralement sur plu8e@m, contre 10 ou 15 pour le proton !

Il existe des couplages en RMN i€, mais on utilise aujourd’hui majoritairement

des expériences dites'k-découplées », qui permettent un gain apprécigbksensibilité.

Plusieurs expériences permettent, au moyen de séggmi€’'impulsions particulieres
de conserver une partie des informations qu’awuapjtorté le couplagéH-*C, tout en
bénéficiant du gain de sensibilité procuré pardeodiplage. Il s’agit d’expériences de spin-
écho J-modulé (APT :Attached Proton Teséncore appel@dmod pouvant impliquer un
transfert de polarisation (DEPTDistorsionless Enhancement by Polarization Transfer
Nous avons toujours utilisé Janodpour ce travail. Il permet la différenciation ddespectre
des pics correspondant a des carbones portantrabragair d’hydrogénes (secondaires ou
guaternaires) de ceux correspondant a des carlpamest un nombre impair d’hydrogenes

(primaires ou tertiaires).
4.4.3.3RMN bidimensionnelle

Certaines techniques permettent la visualisations $orme de carte, des corrélations
existant entre différents signaux, qu'ils apparnem au méme spectre ou non. Des taches,
qui sont en fait une vue «de dessus », sous faefate courbes de niveau, des pics de
corrélation, matérialisent I'existence d'un lien etponque entre deux atomes (liaison
chimique, proximité dans I'espace...). Les spectremadimensionnels concernés peuvent,

pour une lecture plus facile, étre reportés suakes des abscisses et des ordonnées.
Plusieurs expériences ont été utilisées [Croasi@Bi/ ; Lambert, 2003] :

« COSY (COrrelation SpectroscopY visualisation du voisinage immédiat des
atomes d’hydrogene, par interactions scalairegai@ets les liaisons chimiques). L'intérét
n'est pas énorma priori par rapport au simple spectre iy mais il apporte un gain certain
de clarté et permet de distinguer différents signdans un massif pour les attribuer
précisément.
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e TOCSY (TOtal Correlation SpectroscopY indique, en plus des voisins
immédiats, les voisins plus éloignés ce qui perrdet reconstituer plus facilement

I'enchainement des protons sur le squelette carboné

« ROESY Rotational nuclear Overhauser Effect Spectrosgapiyiet en évidence
les interactions dipolaires de deux atomes d’hygéineg C’est donc une technique intéressante

en terme de stéréochimie.

e HSQC Heteronuclear Single Quantum Coherencendique quel proton est

directement lié a quel carbone.

» HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Cohererjcemontre la corrélation entre un
atome de carbone et un proton situés a plusiaisstis de distance (typiquement trois). Cette
technique complete tres bien le COSY pour I'étaklisent de I'enchainement des atomes

d’'une molécule.

Les spectres de RMN présentés ou évoqués dansroeiraént été réalisés sur des
spectromeétres Bruker Avance 300 et 500 au Laboeattipplication de RMN (LARMN) de
'Université de Lille Nord de France et traités nmipalement avec les logiciels Topspin
(Bruker) et MestReC (Mestrelab Research).

4.4.4 Spectrométrie infrarouge

Les radiations infrarouges se situent dans la gatti spectre électromagnétique
comprise entre la région visible et celle des mmmdes. La région la plus utile pour I'analyse
de molécules organiques est celle située entre d0000 crit. L'absorption de ces radiations
par un composé provoque une variation de I'énealgieotation et de vibration des liaisons
chimiques de ce composé, qui peut étre détectéec(dar a thermocouple). On observe ainsi
au niveau du spectre une série de bandes rotatateites dont le nombre d’onde inverse
d’'une longueur d’onde et exprimé en tndépend des masses relatives des atomes, de la
constante de force des liaisons ainsi que de Imgg@® des atomes. Le spectre du toluene est

donné en guise d’exemple dans la figure 65.
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Figure 65. Spectre infrarouge (film liquide) du toluene (SDBS)

Les appareils anciens, a monochromateur, procgaerialayage et enregistrements
successifs dans la gamme de nombres d’onde a analgs systemes plus récents sont des
spectrométres infrarouge a transformée de FouR&rIR), ou la gamme compléete des
radiations passe simultanémeént a travers I'éctamtiLe résultat est un interférogramme, qui
est converti mathématiquement en spectre classijuegouge. Cette technique permet a la
fois un temps d’analyse court, une excellente tg®wl et I'obtention de résultats faciles a
traiter [Silversteiret al, 1998]. Elle peut également permettre de traafalr des quantités

plus restreintes de produit.
L’appareil utilisé pour ce travail est un Thermadlet Avatar 320 FT-IR.
4.4.5Pouvoir rotatoire : [a]D

Le pouvoir rotatoire des molécules isolées est ndesur un polarimétre de type
Perkin-Elmer 241 a la longueur d’onde de la raidu3sodium X = 589 nm) dans une cuve de

10 cm a température ambiante.
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4.5 Matériel et méthodes appliqués a la biologie

4.5.1 Les cellules
> Les lignées leucémiques myéloide chroniqgue BCR-ABL

La lignée cellulaire humaine de leucémie myéloidmuique BCR-ABL résistante
a I'imatinib K562R et la lignée cellulaire murineAD-3b/M2 résistante au dasatinib ont été

préparées a partir des lignées sensibles a litbagihau dasatinib K562 et DA1-3b (figure
66).

Les lignées sensibles ont été cultivees dans ddieumicontenant des doses
progressivementroissantes de l'imatinib (K562) [Mahat al, 2000] et de I'imatinib puis le
dasatinib (DA1-3b/M2) (figure 66) [Liet al, 2008].
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Figure 66. Préparation de la lignée DA1-3b/M2

> Les cellules cancéreuses BCR-ABL

Il s’agit de la lignée cellulaire humaine de ladémie promyélocytaire HL-60 et les
cellules RAJI (dérivée d'un lymphome de Burkitt)[(aC, Manasas, VA).

> Les cellules saines

Les cellules saines sanguines (cellules mononwgiggrguines périphériques) et les

cellules de moelle ont été obtenues a partir dentaires sains et ont été utilisés comme
controle.

4.5.2 La culturein vitro :

Toutes les cellules ont été cultivées en milieu R0 avec 1% de glutamine, 1%

de pénicilline/streptomycine et 10% de sérum deuvémtal (Gibco/BRL, Eggenstein,
Allemagne).
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4.5.3 Test de viabilité :

Le test est basé sur la transformation d'un sel tdgazolium [3-(4,5-
diméthylthiazol-2-yl)] (MTT) en formazan par rédiget enzymatique [Goslaret al, 1989].

N
Q\(/ \N/@
/
=N

N=
Br >\S R
N »
Z Succinate
déshydrogénase
Tetrazolium [3-(4,5- diméthylthiazol-2-yl)] Formazan

En bref, le cycle tétrazolique, que le MTT contjeast réduit par la succinate
déshydrogénase mitochondriale des cellules vivaattises, en formazan. La couleur du
milieu passe alors du jaune au bleu violacé. Liist& de cette coloration est proportionnelle

au nombre de cellules vivantes présentes lorssdurtais aussi a leur activité métabolique.

La toxicité cellulaire a été étudiée en utilisant kit MTT (Promega, Madison, WI,
USA). Les cellules ont été cultivées & une derstdd cellules par puit, dans une plaque de
96 puits, puis traitées soit par des concentrat@ossantesle composé ou par le DMSO
(excipient). Le MTT (10ul) a été ajouté a chaque puit dans les dernieresudes des 48
heures de culture. L’absorbance a été mesurée ax#96n utilisant le spectrophotométre
SpectraMaxPlus 384. Trois essais ont été réalisesr haque concentration. La

camptothécine a été utilisée comme témoin positif.
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ANNEXE 1

Données physiques et spectrales des nouveaux CON§0s

Lyciférine A : Huile, [o] p®*” -24,0 € 0,5; EtOH) ;'H et °C (tableau 13) ; IR
(KBF) vinax 3457, 2925, 1716, 1632, 1384, 1239, 1159, 104161063 crit; SM-ESIm/z

343 [M+Na]; SM-HR-ESIm/z343,2239 [M+Na] (calcd. for GoHs0sNa, 343,2249).

Lyciférine B : Huile; [o] p®*? -39,4 € 0,5; EtOH) ;*H et **C (tableau 14) ; IR
(KBr) vmax 2928, 1736, 1716, 1456, 1383, 1236, 1159, 10416,1963 crit; SM-ESIm/z385

[M+Na]*; MS-HR-ESIm/z385,2340 [M+Na] (calcd. for G,Hz.O04Na, 385,2349).

Lyciférine C : Huile; [o] p®*? -3,2 € 0,2; EtOH) ;’H et °C (tableau 15); UV
(CHOH) /max (10g ) 227 (3,92) nm, IR (KBrymax 3457, 2924, 2853, 1717, 1709, 1642,
1462, 1384, 1239, 1159, 1041, 1016, 963 cBM-ESIm/z 343 [M+H]"; SM-HR-ESIm/z

365,2081 [M+Nal (calcd. for GoHagOsNa, 365,2093).

Lyciférine D : Huile; [o] p®*” +1,3 € 0,2; EtOH) ;'H et *C (tableau 16); UV
(CH30H) Amax (I0g €) 227 (3,93) nm; IR (KBryvmax 2924, 2853, 1717, 1709, 1642, 1462,
1384, 1239, 1159, 1041, 1016, 963 tnBM-ESI m/z 385 [M+H]; SM-HR-ESI m/z

407,2185 [M+Na] (calcd. for G4H3:04Na, 407,2193).

Lyciférine E : Huile; [o] 0'**” +24,6 € 0,5; EtOH) ;'H et 1*C (tableau 18) ; UV
(CH3OH) /max(l0g €) 262 (4,29), 292 (3,83) nm; IR (KBr)ax 2938, 2853, 1719, 1683, 1610,
1444, 1277, 1234, 1100, 975, 961 tBM-ESIm/z453 [M+Na], SM-HR-ESIm/z453,2236

[M+Na]" (calcd. for GsH340sNa, 453,2248).
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ANNEXE 1

Elaeochytrine A : Huile; [o] p©®°” +27,6 € 0,5; CHOH) ; 'H et 1*C (tableau 26) ;
UV (CH3OH) Amax(log €) 217 (4,29), 249 (1,70), 340 (0,85) nm ; IR (KBghy 3482, 3372,
2969, 2922, 1678, 1610, 1579, 1448, 1239, 1093,c153 SM-ESIm/z 358 [M+H]", SM-
HR-ESIM/z380,2191 [M+Na] (calcd. for G,H3:NOsNa, 380,2202)

Elaeochytrine B : Huile; [¢] p#°? +29 € 0,5 ; CHOH) ; 'H et3C (tableau 30) ; UV
(CHsOH) Zmax(log €) 259 (4,1) nm; IR (KBrymax 3430, 2959, 2912, 2844, 1694, 1605, 1291,
1166 cn’; SM-IC m/z358 [M]", SM-HR-ESIm/z381,2052 [M+Na] (calcd. for G,H3¢04Na,

381,2041)
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ANNEXE 2

Coumarins, caffeoyl derivatives and a monoterpenoid
glycoside fromFerulago asparagifolia

Biochemical Systematics and Ecology, 37, 230-233{20

Article et les données supplémentaires
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1. Subject and source

Ferulago asparagifolia Boiss. (Apiaceae), a species growing in Turkey (Pesmen, 1972; Davis et al., 1988), was collected from
Sultan Yaylasi, Sipil Dag: (Manisa) in June 2007, and identified by Dr. Emine Akalin. A voucher specimen (no. 72415) is
deposited in the Herbarium of Faculty of Pharmacy, Istanbul University (ISTE).

2. Previous works

Five compounds have previously been isolated from the aerial parts of E. asparagifolia (the name was misspelled Ferulago
asperigifolia). These were two coumarins, osthenol and prantschimgin (2”-senecioylmarmesin), and three flavonoids,
rhamnetin, isorhamnetin-3-galactoside and rutin (Doganca et al., 1992).

Moreover, the composition of the essential oil of fruits from two Turkish samples of E. asparagifolia has been studied. From
a sample collected near Antalya and prepared by hydrodistillation, 2,3,6-trimethylbenzaldehyde (38.9%) and myrcene (18.2%)
were isolated as the major compounds (Demirci et al., 2000). From another sample collected near Ephesus and prepared by
microdistillation, 2,3,6-trimethylbenzaldehyde (42.0%), ¢-pinene (11.4%) and trans-chrysanthenyl acetate (5.2%) were isolated
(Baser et al., 2002).

* Corresponding author. Tel./fax: +33 3 2096 4039.
E-mail address: thierry.hennebelle@univ-lille2.fr (T. Hennebelle).
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3. Present study

The roots of F. asparagifolia (500 g) were dried, powdered and extracted successively with light petroleum, EtOAc and
MeOH at room temperature. Extracts were then evaporated and lyophilised. The EtOAc extract (4.0 g) was chromatographed
over silica gel columns. The MeOH extract (17.7 g) was submitted to reverse phase medium pressure liquid chromatography
(RP-MPLC) and compounds were purified on Sephadex LH-20 columns. Eleven compounds were isolated and identified by
NMR, mass spectrometry, optical rotation and by comparison with data already published. Six of them were isolated from the
EtOAc extract and they were all known compounds: aegelinol 1, 3’-senecioylaegelinol (=grandivittin) 2, a 2:1 mixture of
grandivittin and 3’-angeloylaegelinol (=agasyllin) 3 (Erdelmeier and Sticher, 1985), prantschimgin 4 (Khalighi-Sigaroodi et al.,
2006), 8-methylpsoralen 5 (Duddeck and Kaiser, 1982), and umbelliferone 6 (Khalighi-Sigaroodi et al., 2006). The other
compounds 7-11 were isolated from the MeOH extract. With the exception of the compound 7 the others were all known:
rutarin 8 (Okuyama et al., 1989), 5-(E)-caffeoylquinic acid (=chlorogenic acid) 9, 3,5-di~(E,E)-caffeoylquinic acid 10 (Pauli
et al., 1998), (—)-angelicoidenol-2-0-B-apiofuranosyl-(1 — 6)-B-glucopyranoside 11 (Kitajima et al., 1998; Takeuchi et al.,
2004; Sahpaz et al., 2002).

The structure of compound 7 (Table 1) was determined by comparing its data with that available. It shared spectral
characteristics with rutarin (8): presence of a glucose moiety, which was shown by HMBC to be linked to the coumarin
aglycone through a hydroxyl group on C-8. Nevertheless, NMR signals of the saturated part of the aglycone differed from
rutarin, showing that it was not a dihydrofuranocoumarin but rather a dihydropyranocoumarin. Published data strongly
suggest that, although compounds such as marmesin and decursinol have the same molecular formula and share spectral
features for their saturated part (due to five carbons: two primary, one secondary, one hydroxyl-attached tertiary and one
quaternary, all of which are easily seen in a jmod >C NMR experiment), signals of the tertiary carbon and its linked hydrogen
are easily distinguished in NMR: ca ¢y 4.7 and d¢ 85-90 for 2'-(2-hydroxyisopropyl)dihydrofuranocoumarins (in our case, oy
4.79 and d¢ 91.4 for position C-2’ of rutarin, 8); ca dy 3.9 and é¢ 70 for 3’-hydroxydihydropyranocoumarins (in our case, dy 3.85
and ¢ 67.9 for position C-3’ of 7) (Chatterjee et al., 1978; Duddeck and Kaiser, 1982; Ishii and Hosoya, 1972; Jiménez et al.,
2000; Lemmich, 1995; Nemoto et al., 2003). According to the literature, the 3’-epimer of compound 7 had been reported as
a new compound isolated from Ruta corsica DC (Rutaceae) and named corsicarin (Bertrand et al., 2004). The published data do
not agree with our findings or with the chemical shift data in published works cited above. The fact that the NMR data for
position C-3’ are dy 4.68 and 6¢ 91.3 leads us to think that corsicarin is not a 3’-hydroxydihydropyranocoumarin as described,
but may be the corresponding 2’-(2-hydroxyisopropyl)dihydrofuranocoumarin, i.e. rutarin (Malikov and Saidkhodzhaev,
1998; Okuyama et al., 1989). Moreover, the '"H NMR chemical shift of position C-3’ of arnottianin, in the paper that was cited in
support of the structural determination of corsicarin, was éy 3.86 (Ishii and Hosoya, 1972), which was consistent with
a dihydropyranocoumarin but clearly differed from the chemical shift of the proton at the corresponding position in corsi-
carin (éy 4.68). We consequently consider compound 7 to be new and have named it asparagifolin. The absolute configuration

1 R, =R,=H 4 R, =H, R, = senecioyl

2 R, =H, R, =senecioyl 8 R, = O-B-glucose, R, =H
3 R, =H,R,=angeloyl

7 R, =0-B-glucose, R, =H

b m
O 0 0 HO O o

OCH,

HO

HO

9 R=H
10 R = (E)-caffeoyl
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Table 1
'H (500 MHz) and *C NMR (125 MHz) data of compound 7 in CD30D.

H (J in Hz) 3¢
2 - 1618
3 6.25 d (9.5) 1119
4 7.84d (9.5) 144.7
5 717 s 123.7
6 - 118.4
7 - 149.2
8 - 1316
9 - 146.1
10 - 1129
2 - 789
3 3.85dd (6.2, 4.9) 67.9
4a 315 dd (16.9, 4.8) 30.4
4b 2.84 dd (16.9, 6.3)
CH; 143 244
CHs 141's 20.7
14 513d(73) 1033
2 3.58 dd (7.3, 9.6) 74.5
3 3.46 £ (94) 76.3
& 344 t(94) 70.1
5" 3.26 ddd (9:2, 5.4, 2.1) 771
6'a 3.79 dd (12.0,2.7) 61.6
6'b 3.68 dd (12.0,5.7)

Assignments were confirmed by H-H COSY, HSQC, HMBC, selective TOCSY and NOESY.

of C-3’ could not be determined because spectral data of o and § epimers do not significantly differ. Optical rotation of all the
other dihydropyranocoumarins reported corresponded to an o configuration, so 7 was tentatively assigned the o configura-
tion as well.

Compound 7 (asparagifolin): white powder, [¢]&° —22° (c 0.5, MeOH), UV AMEOH nm (log ¢): 217 (6.47), 328 (6.49); IR (KBr)
ymax: 3400, 2359,1704, 1619, 1409, 1062, 826 cm~ . NMR: see Table 1. ESIMS m/z: positive mode 447 [M + Na]*, 425 [M + H]™,
MS/MS (425) 263 [M — 162]*, 245 [M — 162 — 18]*. HR-ESIMS m/z: 447.1190 [M -+ Na]* (calcd. for CooH24010Na, 447.1261).

4. Chemotaxonomic significance

Linear furanocoumarins are one of the major phytochemical groups in plants belonging to the genus Ferulago. Prant-
schimgin 4 occurs in several Ferulago species: Ferulago bernardii L. Tomkovich & M. Pimenov (Khalighi-Sigaroodi et al., 2006),
Ferulago syriaca Boiss., Ferulago isaurica Pesmen (Erdurak Kili¢ and Coskun, 2006), Ferulago capillaris Cout., Ferulago bra-
chyloba Boiss. & Reut. ex Boiss. (Jiménez et al., 2000), Ferulago aucheri Boiss. (Doganca et al., 1991), Ferulago pauciflora K. Koch
(=Ferulago sylvatica Rchb.) (Sklyar et al., 1982), Ferulago granatensis Boiss. (De Pascual et al., 1979), Ferulago meoides Boiss.
(=Ferulago confusa Velen.) (Ognyanov and Bocheva, 1969). It has however been isolated from other genera in the Apiaceae
family, such as Cachrys (Komissarenko, 1969) and Prangos (Kuznetsova and Belenovskaya, 1966). In contrast, the dihy-
dropyranocoumarins identified here seem to be uncommon in the genus Ferulago. Only one pyranocoumarin has been
reported in Ferulago nodosa (L.) Boiss. (Ruberto et al., 1994) whereas compounds 1-3 were reported in the genera Eryngium,
Seseli and Agasyllis of the Apiaceae family (Erdelmeier and Sticher, 1985). Although monoterpenes were isolated from F.
nodosa (L.) Boiss. (Ruberto et al., 1994), E pauciflora K. Koch (Sklyar et al., 1982) and Ferulago antiochia Saya & Miski (Miski
et al., 1990), this is the first report of a monoterpenoid glycoside such as compound 11 in the genus Ferulago.
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NMR of Compound 1 (300 MHz/75 MHz, CDCl;)

Aegelinol

6 5 4
Compound 1

"H (J in Hz) Bc
2 - 161.3
3 6.21d (9.5) 113.3
4 7.58 d (9.5) 143.3
5 7.18 s 129.1
6 - 116.5
7 - 156.5
8 6.77 s 104.7
9 - 154.1
10 - 112.9
2’ - 78.3
3 3.88dd (5.8,4.9) 69.0
4’a 2.84dd (17.0, 5.8) 30.7

4’b 3.12.dd (17.0, 4.9) )
CH; 1.34s 22.3
CH; 1.37s 25.0




NMR of Compound 2 (300 MHz/75 MHz, CDCl;)

Grandivittin

HEN T

6 5 4 3
Compound 2

'H (J in Hz) Bc
2 - 161.1
3 6.18 d (9.5) 113.5
4 7.58 d (9.5) 143.4
5 7.14 s 128.7
6 - 116.0
7 - 156.5
8 6.74 s 104.6
9 - 154.2
1 - 112.8
2’ - 76.7
3 5.06 dd like t (4.8, 4.5) 70.0
4’a 2.84dd (17.1,4.8) 279

4’b 3.17dd (17.1,4.5) )
CH; 1.34s 23.2
CH; 1.35s 25.1
1” - 167.1
2” 5.63s 115.8
3” - 158.5
4” 2.12's 20.6
5” 1.85s 27.6




NMR of Compound 3 (300 MHz/75 MHz, CDCl;)

Agasyllin

5 4 3
Compound 3
"H (J in Hz) Bc
2 - 161.1
3 6.18d (9.5) 113.5
4 7.58 d (9.5) 143.4
5 7.14 s 128.7
6 - 116.0
7 - 156.5
8 6.74 s 104.6
9 - 154.2
1 - 112.8
2’ - 76.7
3> 5.06 dd like t (4.8, 4.5) 70.0
4’a 2.84 dd (17.1,4.8) 279
4’b 3.17dd (17.1,4.5) )
CH; 1.34s 23.2
CH; 1.35s 25.1
Ang
1” - 166.9
2” - 127.4
3” 6.08 m 139.4
4” 1.89d(7.2) 15.7
5” 1.81s 20.5




NMR of Compound 4 (300 MHz/75 MHz, CDCl;)

Prantschimgin

L

-4 5 4 3
Compound 4
"H (J in Hz) Bc
2 - 161.6
3 6.20 d (9.5) 112.9
4 7.61d (9.5) 143.5
5 721s 123.6
6 - 124.9
7 - 163.9
8 6.76 s 98.5
9 - 155.6
1 - 112.8
2’ 5.13 dd (8.0, 1.8) 88.9
3 3.26 m 30.1
1’ - 81.3
2 1.60 s 22.4
3 1.34s 21.1
1” 166.5
2” 5.56s 117.4
3” - 156.5
4” 2.12s 27.4
5” 1.85s 20.6




NMR of Compound 5 (300 MHz/75 MHz, CDCl,)

8-methylpsoralen

Il

7.5 7.0 6.5 6.0 55
Compound 5

"H (J in Hz) Bc
2 - 160.5
3 6.38 d (9.4) 115.3
4 7.78 d (9.4) 144.2
5 736 s 113.5

6 - 126.1
7 - 147.8
8 - 133.0
9 - 142.7
10 - 116.0
2’ 7.71d(2.2) 147.3
3’ 6.83d(2.2) 106.9
OCH; 431s 61.7




NMR of Compound 6 (300 MHz/75 MHz, CD;0OD)
Umbelliferone

75 70 65
Compound 6
'H (J in Hz) Bc
2 - 161.8
3 6.19d (9.5) 111.7
4 7.85d(9.5) 145.0
5 7.46 d (9.5) 130.2
6 6.78 dd (9.5, 1.5) 113.7
7 - 160.9
8 6.71d (1.5) 102.7
9 - 156.0
4a - 111.7




NMR of Compound 7 (500 MHz/125 MHz, CD;OD)
Asparagifolin

7 4 2 [ppm]
g
Compound 7 &
"H (J in Hz) Bc /i NOESY 6 5.13
2 - 1618 |1 ° LN Tann
3 6.25d(9.5) 111.9 .
4 7.84d(9.5) 1447 |
5 7.17 s 123.7
g : iigﬁi n TOCSY 6 5.13 MJMUM LL@
8 - 131.6 B I’ o w T e
9 - 146.1
10 - 112.9
2° - 78.9 +TOF MS: 30 MCA scans from 09091708-2-BailleulFa23Cwiff Max. 2085 counts
3 3.85dd (6.2, 4.9) 679 3=355995973585775110e-004,10=5 89809285469746100+001
4’°a 3.15dd (16.9 4.8) 30.4 208 ech Fa23C, 2 pmol/uL
4’b 2.84 dd (16.9, 6.3) ) 180 CaoH24010Na
CH; 1.43 s 24.4 168 MMyeo= 447.1261
CH, 1.41s 20.7 racp  MMeyp=447.1190
1” 5.13d (7.3) 103.3 . resolution du pic : 9500
2” 358 dd (73’ 96) 745 ;f Lo Precision de masse : 16 ppm
3” 3.46 1 (9.4) 763 |: g0
47 3.44t(9.4) 70.1 |7 L.
5” | 3.26ddd (9.2,5.4,2.1) 77.1 400
6”a | 3.79dd (12.0,2.7) 616 Joe
6”b | 3.68dd (12.0,5.7) ‘ , |

425 430 435 440 445

450

miz, amu

455

480 465 470 475 480
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NMR of Compound 8 (300 MHz/75 MHz, CD;0OD)

Rutarin

-1 5 4 3
Compound 8

"H (J in Hz) Bc
2 - 161.8
3 6.22d (9.5) 111.4
4 7.85d (9.5) 145.8
5 717 s 117.7
6 - 126.7
7 - 153.7
8 - 127.2
9 - 146.8
1 - 113.8
2’ 479 t (8.5) 91.4
3 3.27dd (8.5, 1.2) 29.5
1 - 71.2
CH; 1355 24.1
CH; 1235 23.5
1 5.35d(7.5) 102.0
2 3.54 dd (7.6, 9.4) 74.5
3” 3.48 t(9.5) 76.4
47 3.41dd (9.5,9.5) 70.0
57 3.32m 77.1
6”’a 3.82.dd (12.0, 2.7) 61.0

6’b 3.65 dd (12.0, 5.7) :




NMR of Compound 9 (300 MHz/75 MHz, CD;0OD)
5-(E)-caffeoylquinic acid (chlorogenic acid)

T 1l
T T T T I T T T T T T T T | T T T T T T T
7 6 5 4 [ppm
Compound 9

"H (J in Hz) BC

1 - 77.8

2ax 2.18 dd (14.0, 3.0) 391

2eq 2.01 ddd (14.0, 5.0, 2.5) )

3 4.13 dt (5.0, 3.0) 73.1

4 3.68 dd (9.0, 3.0) 75.1

5 5.39.dd (10.0, 9.0, 4.2) 72.6

6ax 2.08 dd (14.0, 10) 40.6

6eq 2.20 ddd (14.0, 4.2, 2.5) )
COOH - 178.1
a 6.31d (16.0) 115.6
B 7.59 d (16.0) 146.8
1’ - 127.8
2’ 7.07 d (2.0) 115.0
3 - 146.8
4’ - 149.4
5 6.79 d (9.0) 115.5
6’ 6.96 dd (9.0, 2.0) 122.9
CcO - 169.2




NMR of Compound 10 (300 MHz/75 MHz, CD;OD)

3,5-di(E, E)-caffeoylquinic acid

T -] 5
Compound 10

"H (J in Hz) Bc

1 - 81.0
2ax 2.30 dd (14.0, 3.5) 36.5

2eq 2.11 ddd (14.0, 7.0,1.5) ‘
3 5.54 dt (7.0, 3.5) 71.7
4 3.91 dd (10.0, 3.5) 72.2
5 5.39.dd (10.0, 7.5, 4.2) 73.6
6ax 2.18 dd (14.0, 7.5) 39.9

6eq 2.25 ddd (14.0, 4.2, 1.5) ‘
COOH - 178.1
o 6.42 d (16.0) 115.1
p’ 7.61 d (16.0) 146.4
1 - 128.1
2’ 7.08 d (2.0) 114.2
3 - 145.5
4 - 148.3
5 6.79 d (9.0) 115.6
6’ 6.96 dd (9.0, 2.0) 122.1
CO - 168.1
o’ 6.31 d (16.0Hz) 115.1
B’ 7.59 d (16.0 Hz) 146.4
1” - 128.1
2” 7.07 d (2.0) 114.3
3” - 148.3
4” - 148.3
5” 6.78 d (9.0) 115.6
6” 6.95 d (9.0, 2.0) 122.1
CO - 167.7




NMR of Compound 11 (500 MHz/125 MHz, CD;0OD)
(-) angelicoidenol-O-2-B-D-apiofuranosyl-(1-6)-p-D-glucopyranoside

: a 3 2 Ippm]

Coumpond 11
'H (J in Hz) Bc
1 - 49.7
2a 3.99 dd (3.1, 9.5) 82.1
3a 1.02 dd (3.1, 13.7) 33.0
3b 2.17ddd (5.0, 9.5, 13.7) :
4 1.70 d (5.0) 52.1
5 3.89 dd (2.7, 8.0) 745
6a 2.47 dd (8.0, 13.0) 38.3
6b 1.34 d (13.0)
7 - 47.0
8 1.09 s 20.0
9 0.87 s 19.0
10 0.94 s 12.0
1 4.20 d (7.8) 101.7
2’ 3.16 m 74.2
3 3.28 m 77.0
4’ 3.33 m 70.4
5’ 3.37 m 77.2
6’a 3.96 (2.4, 11.6) 673
6’b 3.61 (5.5, 11.6)
1”7 5.01d(2.4) 109.4
27 3.91d(3.1) 77.8
3” - 79.5
47a 3.71d(9.5)
4°b 3.93m 747
5”7 3.58s 65.1




References used for identification of known compounds:

Compound 1-3: Erdelmeier, C.A.J., Sticher, O., 1985. Planta Med. 51, 407.

Compound 4: Khalighi-Sigaroodi, F., Hadjiakhoondi, A., Shafiee A., Mozaffarian, V.A.,

Shahverdi, A.R., Alavi, S.H.R., 2006. DARU. 14, 214.

Compound 5: Duddeck, H., Kaiser, M., 1982. Organic Magnetic Resonance 20, 55.

Compound 6: Khalighi-Sigaroodi, F., Hadjiakhoondi, A., Shafiee A., Mozaffarian, V.A.,

Shahverdi, A.R., Alavi, S.H.R., 2006. DARU. 14, 214.

Compound 8: Okuyama, T., Takata, M., Shibata, S., 1989. Planta Med. 55, 64.

Compound 9-10: Pauli, G.F., Poetsch, F., Nahrstedt, A., 1998. Phytochem. Anal. 9, 177.

Compound 11: 'Takeuchi, H.,Lu, Z. G., Fujita, T., 2004. Biosci. Biotech. Biochem. 68, 1131.
ZSahpaz, S., Hennebelle, T., Bailleul, F., 2002. Nat. Prod. Lett. 16, 195.



	5.alkhatib.pdf
	Coumarins, caffeoyl derivatives and a monoterpenoid glycoside from Ferulago asparagifolia
	Subject and source
	Previous works
	Present study
	Chemotaxonomic significance
	Acknowledgements
	Supplementary data
	References



