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Introduction 

 

La connaissance de l’Homme sur les propriétés thérapeutiques des plantes remonte à des 

milliers d’années. Le développement d’outils d’analyse de plus en plus performants au cours de ces 

dernières décennies a permis une forte avancée dans l’identification des métabolites secondaires 

responsables des activités thérapeutiques observées. Il est apparu que les organismes végétaux 

synthétisent des composés pouvant interagir avec les systèmes biologiques des êtres vivants qui les 

entourent, dans un but de défense notamment1. Aujourd’hui, les sites géographiques de forte 

biodiversité constituent une ressource importante pour l’identification de nouveaux produits naturels 

d’intérêt, en particulier par la présence d’espèces endémiques2. 

 Depuis une quinzaine d’années maintenant, le laboratoire Substances d’Origine Naturelle et 

Analogues Structuraux (SONAS) de l’Université d’Angers étudie les métabolites secondaires de 

Clusiaceae et de Calophyllaceae principalement originaires de Malaisie et de Nouvelle-Calédonie, 

régions comptant parmi les 35 « hotspots » de la planète3. De 2009 à 2013, plusieurs composés 

isolés de ces plantes ont été évalués pour leurs propriétés anti-inflammatoires, par l’équipe 5 

« Dysfonction endothéliale et glomérulaire : mécanismes et cibles thérapeutiques » (codirigée par le 

Dr. Béatrice Charreau) de l’unité INSERM 1064 / Center of research in transplantation & immunology 

(CRTI) du CHU de Nantes, dans le cadre du projet régional PROVASC visant à identifier des produits 

naturels bénéfiques pour la PROtection VASCulaire. Des effets positifs ont ainsi été démontrés sur les 

cellules endothéliales4, ce qui a encouragé les deux équipes à approfondir ces premières 

investigations. 

 Dans le domaine de la transplantation d’organes, le risque de rejet de greffe ainsi que la 

toxicité des médicaments immunosuppresseurs sont des problèmes majeurs. La recherche de 

nouvelles molécules moins toxiques, et pouvant prévenir les rejets de greffe par des voies différentes 

s’avère donc nécessaire. Ainsi, toujours dans le cadre d’une étroite collaboration entre le laboratoire 

SONAS et l’équipe 5 de l’unité INSERM 1064, ce projet de thèse avait pour objectif d’identifier de 

nouveaux composés extraits de Clusiaceae et de Calophyllaceae malaisiennes, capables de prévenir la 

dysfonction et l’immunogénicité des cellules endothéliales, qui sont impliquées dans la survenue des 

rejets de greffe. Il s’agissait plus précisément d’étudier la composition des extraits végétaux 

apparaissant les plus actifs par déréplication, c’est-à-dire sans systématiquement en isoler tous les 

métabolites secondaires, afin de se focaliser sur les structures originales. Il était ensuite prévu 

d’isoler les produits originaux identifiés. La mise en place d’essais biologiques évaluant les propriétés 

anti-inflammatoires et immunosuppressives de divers produits d’origine naturels précédemment 

décrits devait également permettre de définir leur impact sur les cellules endothéliales. 
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Ce manuscrit se divise en quatre parties. La première se propose de définir le contexte de 

l’étude, par une présentation de la greffe et des produits d’origine naturelle pouvant en prévenir le 

rejet. Nous y découvrirons notamment le mode d’action des agents immunosuppresseurs 

actuellement utilisés en thérapeutique, et l’implication de l’endothélium vasculaire dans le rejet de 

greffe. Des données bibliographiques relatives à la classification botanique et aux métabolites 

secondaires des familles des Clusiaceae et des Calophyllaceae seront aussi apportées dans ce premier 

chapitre, en insistant particulièrement sur les trois genres qui seront étudiés par la suite, Garcinia, 

Calophyllum et Mesua. Le deuxième chapitre décrira comment s’est fait le choix de différentes 

espèces végétales parmi un panel de plantes originaires de Malaisie, ainsi que les résultats d’un 

criblage anti-inflammatoire et d’une étude déréplicative des extraits préparés, ayant conduit à la 

sélection d’extraits riches en métabolites originaux. Le troisième chapitre exposera les études 

phytochimiques conduites sur quatre extraits d’intérêt, issus des espèces Mesua lepidota, 

Calophyllum tetrapterum et Mesua assamica. Le matériel végétal de chaque espèce sera présenté, et 

éventuellement complété par une description anatomique de l’organe utilisé. Différentes classes de 

métabolites secondaires seront abordées, au travers des coumarines, dont certaines originales, 

isolées des fruits de Mesua lepidota et décelées dans les feuilles de Mesua assamica, ou encore des 

acylphloroglucinols polyprénylés et des pyranochromanones acides, isolés des feuilles de deux lots 

distincts de Calophyllum tetrapterum. Enfin, le quatrième chapitre s’attachera à présenter des 

investigations conduites en parallèle des travaux de phytochimie, et consistant à évaluer les activités 

biologiques d’un panel de polyphénols de Clusiaceae et de Calophyllaceae. Plus précisément, nous 

nous intéresserons aux effets modulateurs de l’expression de divers marqueurs de l’inflammation et 

de l’immunité présents à la surface des cellules endothéliales. Ce dernier chapitre présentera ainsi le 

protocole mis en place par cytométrie en flux pour évaluer l’effet des composés, et mettra en 

évidence les propriétés anti-inflammatoires et immunosuppressives prometteuses de certains 

polyphénols polyprénylés. 
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Chapitre I : Contexte de l’étude 

 

 

 

 

 

 

Pour commencer, il convient d’apporter quelques informations bibliographiques qui 

permettront de bien appréhender le contexte général de la thèse. 

Dans ce travail de thèse, nous nous proposons d’identifier des composés d’origine végétale 

originaux et susceptibles de prévenir la dysfonction et l’immunogénicité des cellules endothéliales, qui 

sont impliquées dans la survenue des rejets de greffe. 

Ce premier chapitre s’attachera tout d’abord à définir l’endothélium vasculaire et la greffe. Les 

mécanismes impliqués dans le rejet de greffe, ainsi que les traitements immunosuppresseurs 

actuellement sur le marché seront ensuite détaillés, avant de préciser le rôle de l’endothélium dans le 

phénomène de rejet. La troisième partie de ce chapitre sera consacrée aux produits d’origine 

naturelle présentant un intérêt dans la prévention des rejets en transplantation. Nous nous 

attarderons ensuite sur les Clusiaceae et les Calophyllaceae, deux familles de plantes renfermant des 

composés potentiellement intéressants pour notre étude. Les aspects phylogénétiques et botaniques, 

la répartition géographique, les principaux métabolites secondaires et leurs activités biologiques, ainsi 

que les utilisations traditionnelles de ces plantes seront abordés. Enfin, une dernière partie sera 

consacrée à la description des trois genres étudiés au cours de cette thèse : les genres Garcinia, 

Calophyllum et Mesua. Les caractères botaniques seront détaillés en vue d’une meilleure 

compréhension lors de la présentation des espèces végétales étudiées, puis nous insisterons sur les 

données biogénétiques et structurales des principaux métabolites secondaires synthétisés par ces 

plantes.  
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1. Présentation de l’endothélium vasculaire et de la greffe 

1.1. Définition et fonctions physiologiques de l’endothélium 
vasculaire 

L’endothélium vasculaire est une monocouche de cellules tapissant la face interne des 

vaisseaux sanguins (Figure 1). On estime, chez l’Homme, le nombre de cellules endothéliales (CE) à 

environ 1013. Les CE sont de forme aplatie et leurs dimensions sont de l’ordre de 0,5 µm d’épaisseur, 

100 µm de longueur et 10 µm de largeur. Bénéficiant d’une grande plasticité, leur forme allongée in 

vivo peut devenir cubique en culture in vitro lorsqu’elles arrivent à confluence (Figure 2).1 

 

                              

            

  

L’endothélium travaille à maintenir une homéostasie au sein du vaisseau grâce à de multiples 

interactions. Il préserve la fluidité sanguine mais peut, sous certaines conditions, créer un 

environnement procoagulant par une activation plaquettaire et la production de facteurs agissant sur 

la coagulation et la fibrinolyse. Le tonus vasomoteur est également régulé par la production de 

vasodilatateurs tels que le monoxyde d’azote (NO) et la prostacycline, et de vasoconstricteurs comme 

l’endothéline et le platelet activating factor (PAF). Les CE s’adaptent aussi à la présence des agents 

pathogènes en produisant des cytokines telles que l’interleukine 1 (IL-1), l’IL-6, l’IL-18 et le tumor 

necrosis factor alpha (TNF-α), et des molécules d’adhérence qui contrôlent le passage des leucocytes 

circulants du compartiment sanguin vers le compartiment tissulaire.1,2 

 Malgré ces propriétés communes, les cellules endothéliales présentent une hétérogénéité 

structurelle en fonction des organes, influençant notamment l’intensité de leurs réponses à un même 

stimulus1. 

Figure 2. Tapis confluent de 
cellules endothéliales (HUVECs) 

observé au microscope à 
contraste de phase 

Figure 1. Localisation de l’endothélium 
vasculaire 

(Source : http://global.britannica.com/EBchecked/ 

topic/40908/atherosclerosis) 

200 µm 

http://global.britannica.com/EBchecked/%20topic/40908/atherosclerosis
http://global.britannica.com/EBchecked/%20topic/40908/atherosclerosis
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1.2. Définition de la greffe 

La greffe, ou transplantation, consiste à transférer un greffon d’un individu donneur à un 

individu receveur. Le greffon peut être un organe (rein, foie, cœur, pancréas, poumon)3, un tissu 

(cornée, peau, os)4, ou des cellules souches hématopoïétiques5. 

La greffe est utilisée dans des indications vitales ou pour restaurer une fonction essentielle, et 

constitue par exemple le traitement de choix en phase d’insuffisance rénale chronique terminale6. En 

2013, sur plus de 5000 greffes d’organes enregistrées en France, 60 % étaient des greffes du rein7. 

Selon la source du donneur, on distingue trois types de greffes : l’autogreffe lorsque le greffon 

provient du receveur, l’allogreffe lorsque le donneur et le receveur sont génétiquement différents 

mais de la même espèce, et enfin la xénogreffe lorsque les individus sont d’espèce différente8. 

2. Le rejet de greffe 

Les premières expériences de transplantation tissulaire furent réalisées chez l’Homme dès le 

XIXe siècle, notamment avec l’invention de la greffe épidermique par le Suisse Jacques-Louis 

Reverdin9. Qu’il s’agisse d’organes ou de tissus, le rejet de greffe apparût cependant comme un 

obstacle majeur à la survie post-transplantation, et ce ne fut que plus tardivement, dans les années 

1960, que le recours à un traitement immunosuppresseur fut envisagé lors d’une greffe de rein10. 

2.1. Définitions et mécanismes du rejet de greffe 

2.1.1. Définition et cause principale du rejet 

 Le succès de la transplantation dépend principalement de la réponse immunitaire du receveur, 

qui peut aller jusqu’au rejet et à la destruction du greffon lorsque celui-ci est reconnu comme 

étranger. Une telle réponse allo-immune peut être provoquée par trois types d’antigènes du non-soi : 

ceux du groupe sanguin ABO, ceux du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) appelé human 

leukocyte antigen (HLA) chez l’Homme, et, à plus faible degré, ceux du non-HLA8. L’immunogénicité 

varie cependant selon l’organe ou le tissu greffé, la peau et la moelle osseuse étant les tissus les plus 

immunogènes11. 

 Les antigènes HLA sont des protéines retrouvées à la surface des cellules, dont la fonction est 

de présenter des fragments de peptides dérivés d’antigènes aux récepteurs de cellules de l’immunité. 

Le CMH, région du génome, code pour deux classes de HLA : les classes I et II. Les molécules du HLA 

de classe I, présentes à la surface de toutes les cellules nucléées, présentent des peptides dérivés de 

protéines intracellulaires aux lymphocytes T CD8+. Les antigènes du HLA de classe II sont distribués à 

la surface de certaines cellules de l’immunité uniquement, appelées cellules présentatrices d’antigène 

(CPA), telles que les lymphocytes B, les macrophages ou les cellules endothéliales. Les peptides qu’ils 

présentent dérivent de protéines extracellulaires et les lymphocytes T visés expriment la protéine 
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membranaire CD4. Des sous-types existent au sein de chaque classe de HLA, conduisant à une 

grande diversité entre les individus8. 

2.1.2. Types de rejets et leurs mécanismes 

a) Rejet de greffe hyper aigu 

Le rejet hyper aigu se manifeste dans les minutes ou les heures qui suivent la transplantation. 

Il est dû à la présence, chez le receveur, d’anticorps (Ac) préformés dirigés contre les antigènes du 

greffon, en particulier ceux du système ABO ou d’histocompatibilité [HLA et major histocompatibility 

complex class I related chain A (MICA)]. Ces anticorps vont alors se fixer sur le greffon et activer la 

cascade du complément, entraînant des lésions au niveau des cellules, une thrombose des vaisseaux, 

et finalement une nécrose du greffon. 

 Une technique de détection des anticorps cytotoxiques préexistants chez le receveur, appelée 

le cross-match, est systématiquement réalisée avant une greffe. Un résultat faiblement positif du 

cross-match, ainsi qu’une compatibilité ABO entre donneur et receveur, permettent généralement 

d’éviter le rejet hyper aigu.6,11 

b) Rejet de greffe aigu 

Sous traitement immunosuppresseur, le rejet aigu survient dans les premières semaines voire 

les premiers mois post-greffe, avec un pic de fréquence le premier mois. Ce type de rejet peut être 

médié par des cellules du système immunitaire et/ou par des anticorps, capables de reconnaître des 

allo-antigènes du donneur. 

Deux voies peuvent conduire à une reconnaissance d’antigènes, l’une dite « directe » et 

l’autre « indirecte ». L’allo-reconnaissance directe fait intervenir des CPA du donneur qui ont quitté le 

greffon, et dont les molécules du HLA (porteuses de peptides du non-soi) sont reconnues par les 

lymphocytes T du receveur, via le récepteur des cellules T (RCT). L’allo-reconnaissance indirecte fait 

suite à la reconnaissance, par les LT du receveur, de protéines étrangères (celles du donneur) 

présentées par les CPA du receveur (Figure 3)8,11. Les lymphocytes T ainsi activés vont conduire à la 

destruction du greffon, qu’il s’agisse de lymphocytes T CD8+ devenus cytotoxiques, ou de 

lymphocytes T CD4+ provoquant notamment la sécrétion d’anticorps par les lymphocytes B via la 

sécrétion de cytokines8. 
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Figure 3. Allo-reconnaissance directe et indirecte 
(Source : http://www.ipubli.inserm.fr/bitstream/handle/10608/92/Chapitre_2.html) 

 

Durant le processus de transplantation, des lésions cellulaires de l’allogreffon s’accompagnent 

de la libération, dans la circulation, de molécules appelées damage associated molecular patterns 

(DAMPs). Ces débris cellulaires peuvent être des protéines oxydées par des espèces réactives de 

l’oxygène (ROS) produites en réponse à l’ischémie et à la reperfusion de l’organe transplanté, ou 

d’autres protéines telles que la high mobility group box 1 (HMGB1) ou la heat shock protein (HSP). 

Les DAMPs se lient à des récepteurs de l’immunité innée, les toll like receptor (TLR), qui sont 

exprimés à la surface des cellules dendritiques, des cellules endothéliales vasculaires, et des 

monocytes notamment. Certains DAMPs sont également des ligands du récepteur aux produits 

terminaux de la glycation (RAGE), présent entre autres sur les monocytes, les macrophages et les 

cellules endothéliales. La stimulation des TLR et du récepteur RAGE conduit à l’activation de facteurs 

de transcriptions dont NF-κB (nuclear factor-kappa B), ce qui déclenche alors la production de 

cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1, l’IL-6 et le TNF-α12-14. Au niveau des cellules 

endothéliales, l’activation des TLR donne lieu à un phénomène inflammatoire par l’expression de 

chémokines et de sélectines, responsables de la transmigration des leucocytes dans le parenchyme6. 

Plusieurs études expérimentales ont également démontré l’effet stimulateur des DAMPs envers les 

réponses immunes innée et adaptative12. 

c) Rejet de greffe chronique 

L’incidence du rejet chronique d’organe à cinq ans est environ deux fois plus élevée que celle 

du rejet aigu à un an15. Le rejet de greffe chronique apparaît progressivement après plusieurs années 

et se traduit par une détérioration de la fonction de l’organe. Histologiquement, une athérosclérose 

des vaisseaux et une fibrose des tissus apparaissent. Des causes immunes et non immunes en sont à 

l’origine, en commençant par l’âge du donneur et les lésions initiales de l’organe. Les autres 
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principaux facteurs non immunologiques comprennent les lésions post-ischémie-reperfusion, la 

fréquence des épisodes de rejet aigu, l’organotoxicité des immunosuppresseurs, et les troubles 

métaboliques que sont l’hypertension, l’hyperlipidémie et l’hyperglycémie. Des causes 

immunologiques sont également impliquées avec des attaques allo-immunes médiées par des cellules 

de l’immunité et par des anticorps. La production de certaines cytokines par les lymphocytes favorise 

la fibrose tissulaire, tandis que des mécanismes humoraux contribuent à l’artériopathie. Enfin, les 

infections, virales en particulier, participent à la dysfonction chronique de l’allogreffe.11,12 

2.2. Traitements immunosuppresseurs : sites d’action et effets 
secondaires 

Afin d’induire une tolérance immunitaire et d’assurer la survie du greffon, des traitements 

immunosuppresseurs à la fois préventifs et curatifs sont administrés chez le receveur. Tous ont pour 

but premier d’empêcher l’activation ou la prolifération lymphocytaire, ou les mécanismes qui leur 

succèdent. La réponse immune se trouvant ainsi diminuée, les risques d’infections et de cancers sont 

augmentés et représentent des effets secondaires majeurs du traitement. En outre, de nombreux 

autres effets indésirables apparaissent fréquemment, souvent caractéristiques de la classe 

d’immunosuppresseurs à laquelle ils appartiennent (Tableau 1).8 

 

 

Tableau 1. Classification et effets secondaires des immunosuppresseurs utilisés en 

transplantation 

Classe Exemples de molécules, structure, origine16,17 Effets secondaires8,18 

Corticostéroïdes 

Prednisone (1)                    Prednisolone (2) 

   

Hémi-synthétiques (à partir de la diosgénine : Dioscorea sp.)19 

Syndrome de Cushing, 

rétention hydro-sodée, 

hyperlipidémie, diabète, 

hypertension, ostéoporose, 

retards de cicatrisation, 

troubles de la croissance, 

troubles de l’humeur 

Inhibiteurs de 

la calcineurine 

Ciclosporine (CsA) (3)20                                       

 

Fongique : 

Tolypocladium inflatum                              

Tacrolimus (4)21 

 

 

                                                

Bactérienne : 

Streptomyces tsukubaensis 

Néphrotoxicité, 

neurotoxicité, 

hypertension, 

hyperlipidémie, 

hyperkaliémie, 

diabète, 

augmentation de la 
résorption osseuse, 

hirsutisme, 

hyperplasie gingivale, 

troubles de l’audition, 

syndrome cholestatique 
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Inhibiteurs de 

mTOR22 

Sirolimus ou rapamycine (5)                                   

     

Bactérienne : 

Streptomyces hygroscopicus                                   

Evérolimus (6) 

 

Hémi-synthétique 

 [à partir du sirolimus (5)] 

Retards de cicatrisation, 

éruptions cutanées/acné, 

ulcères buccaux, 

stomatite herpétique, 

anémie, thrombocytopénie, 

leucopénie, 

hyperlipidémie, 

hypokaliémie,  

perturbation des analyses 

sanguines hépatiques, 

douleurs osseuses 

Antimétabolites 

Azathioprine (7) 

             

  

 

Synthétique                

Mycophénolate mofétil (8)23   

 

Hémi-synthétique 

(Acide mycophénolique : 

Penicillium brevicompactum)     

Léflunomide (9)24 

 

 

 

Synthétique 

Azathioprine (7) : 

myélosuppression 

Mycophénolate mofétil (8) : 

myélosuppression, 

troubles gastro-intestinaux 

Léflunomide (9) : 

leucopénie, 

perturbation des analyses 
sanguines hépatiques 

Anticorps 
monoclonaux3 

OKT3 (anti-CD3), alemtuzumab (anti-CD52), rituximab (anti-CD20), 

basiliximab et daclizumab (anti-CD25), éculizumab (anti-C5) 

Génie génétique 

Anti-CD3/52/20 : syndrome 

de relargage des cytokines 

(hypotension, flush, 
bronchospasme) 

Anti-CD25 : réactions 
allergiques 

Ac polyclonaux  Immunoglobulines de cheval ou de lapin anti-lymphocytes humains 
Syndrome de relargage des 

cytokines 

Protéines de 
fusion 

Belatacept (CTLA-4–Ig), alefacept (LFA-3–Ig)  

  

Les immunosuppresseurs peuvent être classés en agents chimiques d’une part, et biologiques 

d’autre part. Les premiers englobent quatre groupes de molécules, agissant à différents niveaux de 

l’activation du lymphocyte T. Les corticostéroïdes, utilisés en traitement curatif du rejet aigu, se lient 

à un récepteur intracellulaire cytoplasmique et le complexe ainsi formé agit sur plusieurs cibles, 

notamment géniques sur des facteurs de transcription (AP-1, NF-κB), aboutissant à une diminution 

de la sécrétion de cytokines [IL-1, IL-6, IL-2 et interféron-γ (IFN-γ)]. Les autres classes 

d’immunosuppresseurs sont administrées en prévention du rejet de greffe aigu. Parmi elles, les 

inhibiteurs de la calcineurine, représentés par la ciclosporine [CsA (3)] et le tacrolimus (4), modulent 

également la synthèse de l’IL-2, responsable du signal de prolifération lymphocytaire, et d’autres 

cytokines telles que le TNF-α et l’IFN-γ. Cet undécapeptide (ciclosporine : Sandimmun®, Neoral®) et 

ce macrolide antibiotique (tacrolimus : Prograf®), qui opèrent en amont du noyau cellulaire, sont des 

agents charnières de la thérapeutique immunosuppressive, bien qu’associés à une néphrotoxicité 

aiguë et chronique. Les inhibiteurs de la protéine mTOR agissent plus en aval, après le récepteur de 
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l’IL-2, permettant un blocage de la progression du cycle cellulaire et donc une inhibition la 

prolifération lymphocytaire. L’effet antiprolifératif est aussi obtenu avec les agents anti-métabolites, 

qui ciblent la synthèse de l’ADN. L’azathioprine (7) est un analogue de base purique inhibant la 

synthèse des purines ; le mycophénolate mofétil (8) est une prodrogue de l’acide mycophénolique qui 

inhibe une enzyme clé de la synthèse des bases guanidiques ; et enfin le léflunomide (9), plutôt 

utilisé dans le traitement de la polyarthrite rhumatoïde, inhibe une enzyme intervenant dans la 

synthèse des bases pyrimidiques. (Figure 4)17,25 

Parmi les traitements biologiques, les anticorps monoclonaux, qui sont issus d’une même 

souche de lymphocytes et dirigés contre un récepteur spécifique, sont mis à profit lorsque les 

mécanismes d’une pathologie sont bien connus. Les sérums antilymphocytaires, mélanges 

d’immunoglobulines G (IgG) dirigées contre un ensemble de molécules de surface, sont également 

utilisés. Ces anticorps polyclonaux ont donc de multiples mécanismes d’action. Les cibles des 

anticorps monoclonaux sont des récepteurs membranaires des lymphocytes tels que CD3, CD20, 

CD25 (récepteur de l’IL-2) ou CD52, ou encore des fractions du complément comme C5. Plus 

récemment, l’arsenal thérapeutique des immunosuppresseurs s’est élargi aux protéines de fusion, qui 

associent un récepteur membranaire et un fragment d’IgG. Elles agissent à la surface des CPA en 

bloquant des signaux de co-stimulation, ce qui empêche l’activation des lymphocytes T. D’autres 

traitements à l’étude semblent présenter un intérêt dans la prévention des rejets de greffe, 

notamment des anticorps monoclonaux anti-CD40, des inhibiteurs de la kinase cytoplasmique JAK3 

ou de la protéine kinase C, ou encore des molécules interagissant avec la cascade du complément. 

(Figure 4)3,17 

 

 

Figure 4. Etapes de l’activation lymphocytaire T et cibles des agents immunosuppresseurs17 
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2.3. Implication de l’endothélium vasculaire dans le rejet de greffe 

2.3.1. Les cellules endothéliales vasculaires : des cibles et des effecteurs du 
rejet de greffe 

En transplantation, l’endothélium vasculaire constitue la première barrière entre le soi et le 

non-soi. Ainsi, les éléments sanguins du receveur, et en particulier ceux de l’immunité, rencontrent 

en premier lieu les cellules endothéliales du greffon. Celles-ci sont alors des cibles passives des 

réactions immunitaires de l’hôte, puisqu’elles expriment des antigènes majeurs, ceux du groupe 

sanguin ABO et ceux du complexe majeur d’histocompatibilité (HLA, MICA), reconnus à la fois par les 

allo-anticorps et les cellules immunitaires du receveur.26 

Les CE sont de plus des acteurs importants de la réponse immunitaire. Etant des cellules 

présentatrices d’antigènes, elles sont activement engagées dans l’activation des cellules T. Les LT 

CD8+ devenus cytotoxiques peuvent de cette façon proliférer et produire davantage d’IL-2 et d’IFN-γ, 

cytokines stimulant à leur tour l’expression des HLA de classes I et II sur les CE.26 

L’implication des CE dans la physiopathologie des rejets de greffe est aussi liée à leur rôle 

dans l’inflammation. L’activation des LT CD4+ génère la production de cytokines pro-inflammatoires 

(par les lymphocytes B notamment)27 telles que le TNF-α, qui vont induire l’expression de molécules 

d’adhésion cellulaire (CAM) à la surface des CE, via une activation de la voie NF-κB26. Cette voie de 

signalisation est également stimulée lors de la fixation des DAMPs aux TLR ou au récepteur RAGE, 

ainsi que lors de l’interaction entre les CE et d’autres cellules de l’immunité (via les protéines 

membranaires CD40 et CD40-ligand)28. De l’expression des CAM s’ensuit une migration 

transendothéliale des leucocytes du sang vers le greffon, instaurant un environnement inflammatoire 

favorable à la destruction du greffon6.  

L’endothélium vasculaire pourrait donc être la cible privilégiée de nouvelles stratégies 

immunosuppressives, à travers une réduction de l’immunogénicité et de la présentation des 

antigènes26. 

2.3.2. Marqueurs membranaires impliqués dans la dysfonction et les réponses 
immunes de l’endothélium 

Comme cela a été décrit précédemment, lors d’une transplantation d’organe, l’endothélium 

vasculaire manifeste localement deux types de réponses, l’une immunitaire et l’autre inflammatoire.  

Les marqueurs membranaires de l’immunité les plus impliqués sont le HLA de classe I, le HLA 

de classe II, et MICA29, molécules du CMH. Au niveau structurel, les protéines HLA I sont constituées 

d’une chaîne alpha transmembranaire et de la protéine bêta-2-microglobuline, tandis que les 

protéines HLA II sont formées de deux chaînes transmembranaires alpha et bêta. La chaîne I-α est 

codée par trois gènes appelés HLA-A, -B, et -C, et les chaînes II-α et II-β sont également codées par 

trois paires de gènes nommées HLA-DR, -DP, et -DQ. Ces protéines HLA de classes I et II sont 

surexprimées lorsque les cellules sont traitées par l’interféron-γ. A côté de ces molécules du CMH 
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« classique » ayant pour fonction la présentation d’antigènes aux lymphocytes T, d’autres molécules 

du CMH dit « non classique », ou CMH de classe IB, ont un rôle dans l’immunité innée30. C’est le cas 

des protéines MIC, dont MICA, induites en réponse à un stress cellulaire et interagissant avec les 

cellules natural killer (NK). En se liant à leur récepteur NKG2D, les protéines MICA activent la 

cytotoxicité des cellules NK31. A l’inverse des protéines du HLA de classe I « classique », les protéines 

MICA voient leur expression diminuée par l’IFN-γ31. Dans certains cas de transplantation, la protéine 

HLA-E, appartenant elle aussi au CMH de classe IB, est impliquée dans les réponses immunitaires. 

Cette protéine, ubiquitaire et surexprimée sous l’influence de l’IFN-γ, est un ligand des récepteurs 

NKG2A et NKG2C des cellules NK, inhibant (dans le premier cas) ou activant (via NKG2C) l’activité 

lytique des NK32. 

L’environnement inflammatoire présent au cours du rejet de greffe se manifeste par une 

modification phénotypique des cellules endothéliales qualifiée de dysfonction endothéliale. En effet, 

celle-ci se définit comme l’incapacité des CE à assurer leurs fonctions régulatrices normales, et est 

initiée par l’activation des CE par des facteurs variés tels que les cytokines pro-inflammatoires33. 

Parmi les CAM produites à la surface membranaire se trouvent la E-sélectine et les molécules 

d’adhérence cellulaire vasculaire 1 (VCAM-1) et intercellulaire 1 (ICAM-1). Ces molécules 

interviennent au cours des différentes étapes de l’infiltration du greffon par les leucocytes : des 

intégrines favorisent tout d’abord l’adhésion des monocytes et des polynucléaires ; les sélectines et 

les molécules de la superfamille des immunoglobulines (VCAM-1, ICAM-1) concourent au roulement 

et à l’adhésion ferme des lymphocytes ; et les intégrines sont enfin de nouveau impliquées dans la 

diapédèse1,6,28 (Figure 5). 
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Figure 5. Etapes du recrutement des leucocytes sur un site inflammatoire 

(D’après Wijesurendra et al.28) 

 

 Ces différents marqueurs membranaires de la réponse immunitaire des CE et de la 

dysfonction endothéliale constituent donc une base d’étude dans la recherche de molécules d’intérêt 

dans la prévention des rejets de greffe. 

3. Place des produits d’origine naturelle en prévention des 

rejets de greffe 

3.1. Molécules aux propriétés immunosuppressives 

Plusieurs molécules immunosuppressives déjà utilisées en thérapeutique pour la prévention 

des rejets de greffe sont extraites de source naturelle. Inhibitrices de la calcineurine, de la protéine 

mTOR, ou antimétabolites, ces molécules, surtout d’origine fongique ou bactérienne, présentent 

souvent une structure macrocyclique et azotée (Tableau 1). 

Les molécules d’origine naturelle décrites comme immunosuppressives dans la littérature 

appartiennent à des classes chimiques variées, et leurs sources en sont tout aussi diverses. On 

retrouve en effet des alcaloïdes, des polysaccharides, des lactones macrocycliques ou encore des 

peptides synthétisés par des plantes, des bactéries, des champignons voire des organismes marins34-

38. Le règne végétal fournit en outre des composés terpéniques39, stéroïdiques40 et polyphénoliques 

présentant des activités prometteuses. Concernant ces derniers composés polyphénoliques, on 

distingue des flavonoïdes [e.g. quercétine (10)] ou leurs dérivés41-45, des acides phénoliques [e.g. 

cynarine (11)]46, des coumarines [e.g. glycyrol (13)]47-51 et une benzophénone [isogarcinol (16)]52-54 
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(Figure 6). Les principaux modèles d’étude utilisés pour déterminer les effets immunosuppresseurs 

de ces molécules décrivent une inhibition de la prolifération lymphocytaire T et/ou B, une diminution 

de la sécrétion de cytokines par les splénocytes ou les macrophages, une inhibition de la calcineurine 

ou de la protéine mTOR, ou encore une suppression de l’activation de la voie NF-κB et de NFAT 

(nuclear factor of activated T cells). 

 

 

Figure 6. Structures et sites17 modulés de quelques polyphénols aux propriétés 

immunosuppressives 
(En trait plein : interaction directe avec la cible ; en trait pointillé : observation d’un effet à ce 

niveau) (Exemples de flavonoïde44,55, acide phénolique46, coumarines49-51,56, benzophénone53) 
 

Quelques principes actifs non utilisés initialement dans cette indication s’avèrent aussi 

immunomodulateurs. Les statines, métabolites secondaires d’origine fongique57, en sont un exemple 

intéressant puisque leur emploi tend à s’élargir à certains cas de transplantation3. Prescrites en 

traitement de l’hypercholestérolémie, les statines inhibent la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl coenzyme A 

(HMG-CoA) réductase engagée dans la voie de biosynthèse du cholestérol. Certains métabolites 

intermédiaires de cette voie de biosynthèse, tels que le farnésyl pyrophosphate, sont responsables de 

la prénylation de protéines dont certaines sont des médiateurs clé des réponses immunitaires (Figure 

7). La lipophilie du groupement prényle, unité isoprène à cinq atomes de carbones, permet en effet à 

ces protéines de s’ancrer dans les membranes cellulaires, prérequis souvent essentiel pour leur 

fonction biologique58. Les statines (Figure 8) présentent des propriétés anti-inflammatoires et 

immunosuppressives59, ce qui semble donc lié à leur effet inhibiteur (indirect) de la prénylation. 

Synthèse des 
nucléotides
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Dans la même voie, les dérivés isoprénoïdes tels que les tocotriénols sont reconnus comme 

inhibiteurs de l’HMG-CoA réductase60-62, et plusieurs composés prénylés ont été décrits comme 

inhibiteurs d’enzymes (synthases, prényltransférases) intervenant dans des voies de prénylation63-65 

(Figure 8). On constate d’ailleurs que divers flavonoïdes géranylés66 et coumarines prénylées 

provoquent une dépression du système immunitaire (Figure 6). En effet, l’addition de résidus 

prényles sur des composés polyphénoliques contribue fréquemment augmenter leurs activités 

biologiques67. Ces observations mettent ainsi en évidence le potentiel immunosuppresseur des 

molécules à la fois polyphénoliques et prénylées. 

 

 

Figure 7. Prénylation de protéines via la voie du mévalonate et effets sur l’immunité58,68 
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Figure 8. Structures de quelques inhibiteurs de l’HMG-CoA réductase69,70 ou d’enzymes 

intervenant dans des voies de prénylation63,64 

3.2. Composés pouvant prévenir la dysfonction endothéliale 

Le rôle central des cellules endothéliales au cours du rejet de greffe a précédemment été 

exposé, révélant l’endothélium vasculaire comme une cible potentielle de nouvelles stratégies 

thérapeutiques visant à limiter le rejet. 

Parmi les métabolites secondaires d’origine végétale, les polyphénols sont bien connus pour 

leurs propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires71-73. Ils réduisent en effet le stress oxydant par 

piégeage des espèces réactives de l’oxygène ou chélation de métaux générant des radicaux libres, et 

induisent la libération de monoxyde d’azote via différents mécanismes, permettant une relaxation du 

tonus vasculaire. Au niveau de la cascade conduisant à l’inflammation, les polyphénols agissent à 

différents niveaux : des effets inhibiteurs des cyclo-oxygénases et des lipoxygénases sont décrits, 

ainsi qu’une diminution de l’expression des molécules d’adhérence cellulaire liée à la production de 

NO74,75. Quelques études révèlent ainsi leur effet protecteur contre la dysfonction endothéliale76-78. 

D’autre part, l’activation du récepteur aux AGEs favorise la dysfonction endothéliale79 (Figure 

9). Les AGEs, ou produits terminaux de la glycation, sont des molécules formées au cours d’une 

réaction non enzymatique entre des protéines et des sucres, appelée réaction de Maillard80. En cas 

d’hyperglycémie chronique, on observe une accumulation des AGEs dans les tissus et dans le sang81 

et donc un risque plus prononcé de dysfonction endothéliale. Des composés anti-AGEs contribueraient 

donc aussi à diminuer la dysfonction de l’endothélium dans ce cas. Ils seraient plus particulièrement 

bénéfiques pour les patients diabétiques, chez qui la greffe rénale s’avère nécessaire au stade 

d’insuffisance rénale chronique. Plusieurs études révèlent l’activité inhibitrice de la formation des 

AGEs par des polyphénols, tels que des flavonoïdes, des coumarines et des procyanidines82-86. 

 

Naturels Synthétique 
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Figure 9. Dysfonction endothéliale et exemples de facteurs déclenchants87-92 

 

Dans l’objectif d’identifier de nouveaux composés d’origine naturelle prévenant la dysfonction 

et l’immunogénicité des cellules endothéliales, les polyphénols prénylés apparaissent donc comme 

une base d’étude privilégiée. Ce type de molécules étant synthétisé par les plantes des familles des 

Clusiaceae et des Calophyllaceae, nous avons choisi d’étudier différents représentants de ces 

dernières. 

4. Les familles des Clusiaceae et des Calophyllaceae 

4.1. Phylogénie des Clusiaceae et des Calophyllaceae 

Selon la classification phylogénétique établie par l’Angiosperm Phylogeny Group93 (APG III) et 

Chase & Reveal en 2009, les familles des Clusiaceae et des Calophyllaceae sont classées dans les 

rangs taxonomiques suivants : 

Règne :   Plantae 

Sous-règne :   Tracheophyta 

Embranchement :  Spermatophyta 

Sous-embranchement : Magnoliophyta (Angiospermes) 

Classe :   Equisetopsida 

Sous-classe :   Magnoliidae 

Superordre :   Rosanae 

Ordre :    Malpighiales 

 

Les Malpighiales se scindent en trois clades principaux avec d’une part les Salicaceae – 

Euphorbiaceae, d’un autre côté les Rhizophoraceae – Clusiaceae, et enfin les Malpighiaceae – 
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Chrysobalanaceae. Six familles composent le second clade : il s’agit des Ochnaceae, des Clusiaceae, 

des Bonnetiaceae, des Calophyllaceae, des Hypericaceae et des Podostemaceae93. L’ensemble de ces 

cinq dernières familles forme le clade des clusioids94,95 (Figure 10). Bien que placée ici par les 

analyses phylogénétiques, il est intéressant de noter que la famille des Podostemaceae est de 

morphologie atypique et ne renferme que des espèces aquatiques94. Les Calophyllaceae étant 

auparavant non différenciées des Clusiaceae, elles forment, depuis la dernière classification de l’APG, 

une famille à part entière96.  

 

 

Figure 10. Arbre phylogénétique de l’ordre des malpighiales93 

 

La systématique classe les genres compris dans les Calophyllaceae et des Clusiaceae en deux 

et trois tribus respectivement. On dénombre au total 14 genres déclinés en environ 900 espèces au 

sein des Clusiaceae, et autant de genres avoisinant les 500 espèces chez les Calophyllaceae 

(Tableau 2). 

 

Clade des 
clusioids 
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Tableau 2. Classification des genres au sein des Clusiaceae et des Calophyllaceae93,94,97 

Famille des Clusiaceae Lindley Famille des Calophyllaceae J. Agardh 

Tribu des Clusieae Choisy 

Chrysochlamys Poepp. 

Clusia L. 

Dystovomita (Engler) D’Arcy 

Tovomita Aublet 

Tovomitopsis Planchon & Triana 

Tribu des Garcinieae Choisy 

Allanblackia Bentham 

Garcinia L. 

Tribu des Symphonieae Choisy 

Lorostemon Ducke 

Montrouziera Planchon & Triana 

Moronobea Aublet 

Pentadesma Sabine 

Platonia Martius 

Symphonia L. f. 

Thysanostemon Maguire 

Tribu des Calophylleae Choisy 

Calophyllum L. 

Caraipa Aublet 

Clusiella Planchon & Triana 

Haploclathra Bentham 

Kayea Wall. 

Kielmeyera Martius 

Mahurea Aublet 

Mammea L. 

Marila Sw. 

Mesua L. 

Neotatea Maguire 

Poeciloneuron Bedd. 

Tribu des Endodesmieae Engler 

Endodesmia Bentham 

Lebrunia Staner 

 

4.2. Caractéristiques botaniques 

Les Clusiaceae et les Calophyllaceae sont principalement des arbres à feuilles persistantes*a. 

On retrouve néanmoins quelques arbustes et des plantes épiphytes*. Les espèces peuvent être 

glabres* ou pourvues de poils uni- ou multicellulaires, et leur bourgeon terminal peut être écailleux ou 

nu. 

Les feuilles, opposées* ou parfois spiralées ou alternes*, sont entières et extipulées*, et parfois 

munies de « glandes » appariées à leur base. Souvent coriaces, elles renferment des stomates* 

paracytiques*. 

Les Clusiaceae au sens large, aussi appelée Guttiferae et comprenant les Clusiaceae sensu 

stricto (s. s.), les Calophyllaceae et les Hypericaceae, se caractérisent par leur production d’exsudat, 

sous forme de latex ou de résine. D’après son étymologie, le terme « Guttiferae » signifie en effet 

« porte-gomme »95. Des glandes et/ou des canaux sécréteurs sont présents dans la plupart des 

organes de ces plantes, ce qui est notamment visible sur les feuilles de Calophyllaceae souvent 

ponctuées de taches translucides96. L’exsudat produit apparaît généralement blanc à jaunâtre. Ces 

familles botaniques ont également la particularité de contenir des cristarques*. 

                                              
a Les mots suivis d’un « * » sont définis dans le glossaire des termes botaniques. 
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Les fleurs étant rarement solitaires, l’inflorescence* est terminale ou axillaire sous forme de 

cyme* ou de thyrse*. Les fleurs, actinomorphes* et hypogynes*, sont parfois polygames mais 

nombreuses sont les espèces dioïques*. Les sépales, au nombre de 2 à 4 ou 5 à 20, sont libres ou 

occasionnellement fusionnés, le plus souvent accompagnés de 3 à 4 ou de 5 à 8 pétales libres. 

L’androcée* est généralement composé de nombreuses étamines libres ou fasciculées dont les 

anthères* s’ouvrent par des fentes, plus rarement par des pores. Les grains de pollen sont assez 

petits, de diamètre inférieur à 30 µm, et au moins triaperturés*. L’ovaire uni- ou multiloculaire 

comporte de deux à de nombreux ovules par carpelle*, en placentation axile* (chez la plupart des 

Clusiaceae), pariétale* (dans le genre Allanblackia des Clusiaceae), apicale* (chez les Endodesmiae) 

ou basale* (chez les Calophylleae)98. Le style* et le stigmate* sont plus ou moins longs.  

Le fruit est une baie* ou une capsule* à déhiscence septicide* ou septifrage*, voire une drupe* 

chez certaines espèces du genre Garcinia. Les graines sont petites à grandes, occasionnellement 

ailées ou arillées* chez les Clusiaceae. Les variations morphologiques et anatomiques de l’ovule et de 

la graine de Clusiaceae et de Calophyllaceae restent cependant encore assez mal comprises.93,99,100 

4.3. Distribution géographique 

Alors que certaines Hypericaceae telles que le millepertuis se retrouvent en zones tempérées, 

les deux autres familles émergentes des anciennes Guttifères ont une distribution pantropicale. Les 

Clusiaceae et les Calophyllaceae sont réparties dans les régions tropicales et subtropicales 

d’Amérique du Sud, d’Afrique, et d’Asie du Sud-Est (Figure 11).93 
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Figure 11. Distribution géographique des Clusiaceae (A) et des Calophyllaceae (B)101 

 

4.4. Métabolites secondaires 

La situation géographique des espèces végétales rassemblées sous les familles des Clusiaceae 

et des Calophyllaceae, ainsi que la diversité biologique des espèces environnantes, entraînent une 

chimiodiversité marquée de leurs métabolites secondaires. La composition phytochimique exacte de 

bon nombre de ces espèces reste, de surcroît, encore inconnue. Des genres tels que Dystovomita, 

Lorostemon ou Thysanostemon chez les Clusiaceae, et Clusiella, Neotatea ou Lebrunia chez les 

Calophyllaceae, n’ont, à notre connaissance, pas fait l’objet d’une étude particulière jusqu’à présent. 

D’après les bases de données bibliographiques PubMed102 et Web of ScienceTM103, ce sont 

essentiellement des espèces des genres Garcinia, Symphonia, Calophyllum, Kielmeyera, Mammea et 

Mesua qui sont phytochimiquement décrites dans la littérature. 

Les principaux métabolites secondaires isolés de ces espèces végétales sont des dérivés 

polyphénoliques prénylés. Leurs représentants majeurs sont des xanthones, des coumarines, des 

dérivés de chromanone avec en particulier des biflavonoïdes et des chromanones acides, et enfin des 

benzophénones polyprénylées aussi appelées polyprenylated acylphoroglucinols (PPAPs) (Figure 

A 

B 
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12)104-106. La présence de xanthones dans les sécrétions d’espèces appartenant aux Clusiaceae a 

d’ailleurs conduit Lambert et al. à donner une nouvelle appellation, celle de xanthique, aux exsudats 

produits par ces espèces107. 

 

 

Figure 12. Structures de quelques polyphénols isolés de Clusiaceae et de 
Calophyllaceae106,108 

 

D’autres flavonoïdes et notamment des oligomères tels que des procyanidines et des tanins 

condensés, sont présents chez les deux familles de plantes109. Des acides-phénols, des tocotriénols, 

et des tanins hydrolysables ont aussi été isolés110,111. 

Dans un article de chimiotaxonomie, Crockett et Robson112 proposent de distinguer les 

différentes familles du clade des clusioids en fonction des types de métabolites secondaires qu’elles 

produisent. L’arbre qu’ils proposent (Figure 13) indique la présence d’isoflavones et de diterpènes au 

sein des Clusiaceae, à l’instar et de la nervosine isolée de Garcinia nervosa113 et de l’acide 

chrysochlamique isolé de Chrysoclamys ulei114.  

Enfin, les triterpènes et les stéroïdes sont ubiquitaires chez ces deux familles botaniques104.  
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Figure 13. Distribution des métabolites secondaires pertinents au sein du clade des 

clusioids 
(D’après Crockett et Robson112) 

4.5. Activités biologiques des composés isolés 

Les effets biologiques des métabolites secondaires isolés de Clusiaceae et de Calophyllaceae 

ont été évalués dans de multiples domaines. Il ressort que les benzophénones polyprénylées 

présentent des activités antioxydantes et anti-inflammatoires importantes, accompagnées d’effets 

cytotoxiques notamment sur des lignées de cellules cancéreuses106,115. Certaines sont 

antiparasitaires, sans présenter de cytotoxicité majeure vis-à-vis de cellules de mammifères116. Les 

xanthones de Clusiaceae et de Calophyllaceae sont également anti-inflammatoires et antitumorales, 

et ont des propriétés antimicrobiennes, notamment antifongiques, antibactériennes et 

antipaludiques117. Les coumarines exercent entre autres des effets anti-inflammatoires, 

antimicrobiens et notamment anti-VIH, et antihypertenseurs118-120. Certaines, en particulier isolées de 

Mesua, sont en outre décrites pour leurs activités anticholinestérasiques, ce qui est aussi le cas de 

certains flavonoïdes de Garcinia121,122. Notons enfin qu’un biflavonoïde issu de Garcinia, la 

morelloflavone, inhibe l’HMG-CoA réductase in vitro123, et que l’activité antiulcéreuse de chromanones 

acides isolées de Calophyllum a été démontrée124. 

4.6. Utilisations traditionnelles des Clusiaceae et des Calophyllaceae 

Près des deux tiers des espèces du genre Garcinia produisent des fruits comestibles125. De 

même, certains fruits de Calophyllaceae se consomment, comme c’est le cas pour l’espèce Mammea 

americana, dont les baies renferment une pulpe jaune-rougeâtre très aromatique126. Les fruits du 

mangoustanier, Garcinia mangostana (Figure 14), ont la réputation d’être très agréables au goût 

tandis que ceux de G. gummi-gutta, très acides, voient leur écorce utilisée en condiment. Ce 

péricarpe a aussi une utilité dans le polissage des ornementations en or et en argent. L’huile des 

graines du genre Garcinia est par ailleurs utilisée dans la production de savon et pour le graissage 
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des machines. Toujours à des fins industrielles, les graisses extraites des graines servent comme 

émollient dans la fabrication de produits cosmétiques. Chez les Calophyllaceae, le bois du tronc de 

Calophyllum brasiliense sert surtout à la construction de bateaux.106,127,128 

Concernant les utilisations thérapeutiques traditionnelles, les espèces classées dans les 

familles des Clusiaceae et des Calophyllaceae trouvent leur place essentiellement dans des maux 

ayant trait aux infections, aux maladies dermatologiques, et aux systèmes musculo-squelettique, 

digestif et génito-urinaire. 

Ainsi les espèces du genre Garcinia sont utilisées en cas d’acné, de coups de chaleur, 

d’infections et d’œdèmes. Les fruits sont parfois consommés en cas de flatulences, de diarrhée et de 

dysenterie amibienne. La médecine ayurvédique les prescrit également en infusion contre les 

affections cutanées telles que les rougeurs ou les brûlures, et ils seraient aussi toniques pour le cœur 

et le foie. Le péricarpe de G. mangostana soigne traditionnellement les plaies infectées ou 

suppuratives et les ulcères chroniques. Les effets anti-inflammatoires et antiallergiques des extraits 

de ce péricarpe et de plusieurs autres espèces de Garcinia ont d’ailleurs été démontrés in vivo chez le 

rat.106,129,130 

Les feuilles et les écorces de G. mangostana ont en outre des propriétés anti-inflammatoires 

qui justifient leur utilisation sous forme de pommade pour soigner l’eczéma ou encore le psoriasis. Le 

péricarpe des fruits en décoction est également préconisé en cas de cystite ou de blennorragie. Aux 

Philippines et en Malaisie, cette indication dans les troubles urinaires concerne aussi les feuilles et les 

écorces du tronc en infusion. Une décoction des racines peut, de plus, être administrée aux femmes 

souffrant de troubles menstruels. L’extrait d’écorces est enfin indiqué en cas de dysenterie 

amibienne, et des cataplasmes du péricarpe des fruits sont, au Venezuela, appliqués en traitement 

des infections cutanées parasitaires.105 

 Dans divers pays asiatiques, G. gummi-gutta est à l’inverse conseillé en traitement de la 

constipation, mais aussi des hémorroïdes, des menstruations irrégulières, des rhumatismes, des 

œdèmes, et des infections parasitaires de l’intestin. Une préparation tonique des fruits, riches en 

vitamine C, serait bénéfique dans plusieurs maladies du cœur.127 

 

 

 

Figure 14. Fleur et jeune fruit de G. mangostana L. (A), fleur de Calophyllum inophyllum 
(B), et Mesua ferrea (plante entière) (C)101 

A 

B 

C 
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 Dans la famille des Calophyllaceae, plusieurs espèces sont aussi traditionnellement utilisées 

en thérapeutique. Très réputée à Madagascar, l’huile de tamanu, extraite à froid des fruits et des 

graines de Calophyllum inophyllum (Figure 14) et riche en acides gras insaturés, s’applique en 

massage pour bénéficier de ses propriétés cicatrisantes. Cette huile possède de plus des propriétés 

de filtre UV131. Toujours dans le domaine de la dermatologie, les écorces de C. inophyllum sont, en 

Inde, particulièrement recommandées en cas de gale132. Des tribus indiennes exploitent ses feuilles et 

ses graines pour traiter les irritations cutanées, les douleurs oculaires, les maux de tête, la calvitie de 

cause fongique et pour favoriser la pousse des cheveux133. Une décoction de ses feuilles atténuerait 

également les douleurs et les rougeurs oculaires134. 

 Concernant les maladies de peau, la médecine indienne fait aussi usage des fleurs et des 

écorces de Mammea suriga, spécifiquement dans le soin de l’eczéma132. 

Les graines de Mesua ferrea (Figure 14) sont employées, en médecine ayurvédique, en cas 

de blessure, d’infection microbienne et d’affection cutanée, mais aussi en cas de douleurs, 

d’inflammation et de rhumatisme. Ces propriétés, notamment antirhumatismales, sont parfois 

validées scientifiquement par des études chez l’animal.135 

Ces activités sont proches de celles de Calophyllum brasiliense, puisque des infusions et des 

bains des écorces de cet arbre semblent efficaces contre les rhumatismes, les varicoses, les 

hémorroïdes et les ulcères chroniques.136 

La médecine traditionnelle brésilienne attribue enfin à l’espèce Kielmeyera coriacea des 

propriétés curatives face à la malaria et aux maladies infectieuses. Ainsi, l’extrait aqueux de ses 

feuilles permet de lutter contre le paludisme, la schistosomiase, la leishmaniose, et les infections 

fongiques et bactériennes.136 

5. Les genres Garcinia, Calophyllum et Mesua 

Les plantes étudiées au cours de cette thèse sont originaires de Malaisie et appartiennent aux 

genres Garcinia, Calophyllum et Mesua. Afin de mieux comprendre les différents aspects botaniques 

et phytochimiques qui seront détaillés plus loin, une revue bibliographique sur ces trois genres est ici 

proposée. 

5.1. Considérations botaniques 

a) Genre Garcinia (Clusiaceae) 

Le genre Garcinia a été décrit pour la première fois par Carl von Linné en 1753 dans son 

œuvre Species Plantarum101. Il englobe environ 400 espèces dont le nom latin est officiellement 

accepté, mais il existe aussi de nombreux synonymes à ces espèces97. 

Ces arbres ou arbustes exsudent le plus souvent un latex de couleur jaune à brun clair. Leurs 

feuilles, simples, sont le plus souvent opposées-décussées*, glabres, très rarement stipulées, et 
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pétiolées*. Les nervures secondaires sont assez marquées, et des canaux résinifères brunâtres 

apparaissent ainsi que des glandes translucides. Les fleurs sont solitaires ou en inflorescence. Le 

nombre de sépales est de (2 ou 3 ou) 4 ou 5, tandis que celui des pétales est de (3 ou) 4 ou 5 (à 8). 

Les pétales, fasciculés, renferment un nombre d’étamines variable qui sont plus ou moins unies, 

parfois accompagnées de staminodes* et d’un pistillode*. Les fleurs femelles possèdent parfois aussi 

des staminodes. Leur ovaire contient au moins 2 loges avec 1 ovule chacune, à placentation axile ou 

(sub)basale. Le fruit a l’aspect d’une baie ou d’une drupe et comporte 1 à 5 graines, ou parfois 

plus.137,138 

b) Genre Calophyllum (Calophyllaceae) 

Egalement décrit dès 1753, le genre Calophyllum L. compte environ 200 espèces au nom latin 

accepté, plus de 130 synonymes, et une quarantaine d’individus dont le statut n’est pas encore 

résolu.97 

Le latex fourni par ces arbres ou arbustes est de couleur blanche ou jaune pâle. Les feuilles, 

simples et opposées-décussées, sont exstipulées, pétiolées, et généralement glabres. Les nervures 

secondaires sont nombreuses et des canaux glandulaires translucides apparaissent entre elles. 

L’inflorescence, terminale ou axillaire, se présente sous la forme d’une cyme ou d’un thyrse. Les 

fleurs sont le plus souvent bisexuées, avec un calice à 4 sépales libres et décussés, surmonté d’une 

corolle à 0 à 10 pétales libres imbriqués, blancs. Les étamines sont nombreuses et libres, ou plus 

rarement soudées, et leurs anthères sont droites et attachées par leur base. On note l’absence de 

staminodes. L’ovaire, glabre, est uniloculaire et porte un seul ovule à placentation basale. Le style est 

filiforme et l’unique stigmate présent est généralement pelté*. Le fruit, drupacé, présente un 

exocarpe fin, un mésocarpe charnu et un endocarpe mince plus ou moins adhérent à la graine. Celle-

ci ne porte pas d’arille.137,138 

c) Genre Mesua (Calophyllaceae) 

Le genre Mesua L. n’est représenté que par 7 espèces dont le nom latin est accepté. En effet, 

la plupart des autres individus, soit 55 espèces, ont un statut non résolu.97 

Carl von Linné décrit, en 1753, ce genre comme des arbres aux feuilles opposées, coriaces et 

pétiolées, portant des glandes translucides qui passent souvent inaperçues. Les nervures secondaires, 

graciles, sont nombreuses, et les nervures tertiaires scalariformes sont peu marquées. Les fleurs sont 

hermaphrodites, généralement solitaires et axillaires. Le calice est constitué de 4 (ou 5) sépales 

imbriqués, et il en est de même pour les pétales de la corolle. Les filets* des nombreuses étamines 

sont grêles et libres, et les anthères sont droites et soudées à leur base. L’ovaire est biloculaire, 

chaque loge contenant 2 ovules droits. Les styles sont liés et allongés et le stigmate est pelté. Le fruit 

est une capsule subligneuse à déhiscence septifrage, dans lequel la cloison est persistante. Il contient 

1 à 4 graines sans appendice.137 
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5.2. Répartition géographique 

Le genre Garcinia s’étend dans toute la zone de distribution des Clusiaceae, c’est-à-dire en 

Amérique centrale et du Sud, en Afrique tropicale et en Asie du Sud-Est. La répartition du genre 

Calophyllum est similaire, bien que la zone d’Afrique tropicale concernée soit principalement l’île de 

Madagascar. Beaucoup plus restreinte, la zone couverte par le genre Mesua se limite quant à elle à 

l’Asie du Sud-Est, et plusieurs espèces sont endémiques de la péninsule malaise.101 

5.3. Métabolites secondaires 

Le genre Garcinia a fait l’objet de nombreuses investigations phytochimiques, révélant sa 

richesse en xanthones et en benzophénones polyprénylées, ainsi qu’en biflavonoïdes. Ces séries 

chimiques, ainsi que des coumarines, ont également été isolées au cours des études conduites sur 

plusieurs espèces des genres Calophyllum et Mesua. Le genre Calophyllum produit en outre des 

dérivés acides de chromanones, beaucoup plus rarement identifiés dans le genre Mesua. (Tableau 3) 

 

Tableau 3. Répartition des principaux métabolites secondaires isolés dans les 3 genres 
étudiés 

Genre Xanthones 
Benzophénones 

polyprénylées 
Biflavonoïdes Coumarines 

Chromanones 

acides 
Triterpènes 

Garcinia X X X   X 

Calophyllum X X X X X X 

Mesua X X X X X X 

 

Des revues bibliographiques répertoriant les différents métabolites secondaires isolés dans les 

genres Garcinia139-141 et Calophyllum104,108 ont été publiées, ce qui n’est pas le cas du genre Mesua. 

Aussi, les aspects structuraux et biogénétiques des principales classes de métabolites secondaires 

isolées des trois genres sont ici abordés. Il s’agit plus précisément des familles chimiques qui ont été 

étudiées au cours de ce travail de thèse, avec une description la plus exhaustive possible des 

composés isolés du genre Mesua. 

5.3.1. Xanthones 

a) Structure, nomenclature, biogenèse 

Chez les végétaux supérieurs, la biosynthèse des xanthones fait intervenir deux voies : la voie 

des polyacétates est impliquée dans la synthèse du cycle A, tandis que le cycle C dérive de la voie de 

l’acide shikimique. 

Il a été postulé que la condensation des unités benzoyl-CoA et malonyl-CoA implique une 

benzophénone synthase, enzyme ayant été étudiée notamment chez Garcinia mangostana142. Une 

condensation de Claisen permet ensuite l’aromatisation de la chaîne latérale en cycle A, conduisant à 
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une benzophénone intermédiaire. Des couplages oxydatifs permettent alors la synthèse de xanthones 

primitives telles que la 1,3,7-trihydroxyxanthone et la 1,3,5-trihydroxyxanthone. Enfin, des 

prényltransférases peuvent catalyser des transferts de 1 à 3 groupements prényles sur ces 

xanthones, ensuite capables de se cycliser avec l’hydroxyle en ortho [e.g. caloxanthone B (27)] 

(Figure 15).142,143 

 

 

Figure 15. Schéma de biosynthèse des xanthones142-144 

b) Structures isolées dans les 3 genres 

Une grande variété de xanthones a été isolée des trois genres. Cette chimiodiversité est liée 

aux divers groupements prényles, méthoxyles et phénoliques substituant les positions 2, 4, 5, 6, 7 et 

8. La nature de ces substituants est généralement utilisée pour classer les xanthones, et l’on 

différencie ainsi les xanthones simples plus ou moins oxygénées et prénylées des xanthones plus 

complexes comme les xanthones « cages » ou encore celles qui sont dimérisées ou glycosylées.144 

 Dans le genre Garcinia 

Des xanthones simples non prénylées ont été isolées du genre Garcinia, celles-ci pouvant être 

mono- à tétraoxygénées. Cependant, des groupements prénylés substituent souvent ces composés 

[e.g. xanthochymone A (28)], et lorsque la substitution a lieu en ortho d’un hydroxyle il est fréquent 

d’observer une cyclisation en dihydrofurane ou en pyrane [e.g. garcinexanthone A (29)]. Parmi les 
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xanthones plus complexes isolées du genre, certaines sont géranylées, glycosylées ou encore 

polyprénylées « cages » impliquant alors une modification du cycle C [e.g. acide gambogique (30)]. 

La distribution de ces xanthones « cages » semble restreinte au genre Garcinia.141,144,145 (Figure 16) 

 

 

Figure 16. Exemples de xanthones isolées du genre Garcinia145,146 

 Dans le genre Calophyllum 

Les mêmes types de xanthones simplement oxygénées ou prénylées ont été identifiés dans le 

genre Calophyllum, à l’instar des structures présentées dans la Figure 17. 

 

Figure 17. Exemples de xanthones isolées du genre Calophyllum108,147 

 Dans le genre Mesua 

Des xanthones simples ainsi que des dérivés prénylés parfois tétra- ou pentacycliques ont été 

isolés du genre Mesua. Quelques dimères de xanthones sont également décrits. (Tableau 4 & 

Tableau 5) 
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Tableau 4. Xanthones isolées du genre Mesua 

N° Nom Espèce Partie 

26 α-Mangostine M. congestiflora Racines148 

31 Euxanthone ou 1,7-dihydroxyxanthone 

M. daphnifolia Ecorces de tige149,150 

M. ferrea Duramen (cœur du bois)151,152 et 
écorces153,154 

M. thwaitesii Bois et écorces155 

33a 1,5-Dihydroxyxanthone 
M. ferrea Bois152,154 et racines156 

M. thwaitesii Bois et écorces155 

33b 1,6-Dihydroxyxanthone M. ferrea Ecorces de tige157,158 

33c 2-Hydroxyxanthone M. ferrea Bois154 

33d 4-Hydroxyxanthone M. ferrea Bois154 

33e Mesuaxanthone B ou 1,5,6-trihydroxyxanthone 
M. ferrea Bois154 et duramen151 

M. thwaitesii Bois et écorces155 

33f 1-Hydroxy-5-méthoxyxanthone M. ferrea Bois154 

33g 1-Hydroxy-7-méthoxyxanthone M. ferrea Bois152,154 

33h 3-Hydroxy-4-méthoxyxanthone M. ferrea Bois154 

33i 5-Hydroxy-1-méthoxyxanthone M. ferrea Ecorces153 

33j 2-Méthoxyxanthone M. ferrea Bois154 

33k 
Mesuaxanthone A ou 1,5-dihydroxy-3-
méthoxyxanthone 

M. ferrea Duramen151,152 

33l Daphnifoline ou 1,3,5-trihydroxy-4-méthoxyxanthone M. daphnifolia Ecorces de tige149,150,159 

33m 1,3-Diméthoxy-5-hydroxyxanthone M. thwaitesii Bois et écorces155 

33n Ferrxanthone ou 1,3-diméthoxy-5,6-dihydroxyxanthone M. ferrea Duramen160 

33o Tovopyrifoline C M. ferrea Racines156 

33p 1,3,6-Trihydroxy-7,8-diméthoxyxanthone M. ferrea Bois154 

33q 3,6-Dihydroxy-1,7,8-triméthoxyxanthone M. ferrea Bois154 

33r Cudraxanthone G M. daphnifolia Ecorces de tige149,150 

34a 6-Désoxyjacareubine M. beccariana Ecorces de tige156 

34b Jacareubine 
M. ferrea161  

M. myrtifolia Bois162 

34c Caloxanthone C M. ferrea Racines163 

34d Macluraxanthone M. ferrea Racines156 

35 Mesuaferrine A M. ferrea Racines163 

36a Ananixanthone M. daphnifolia Ecorces de tige149,150 

36b Mesuasinone M. beccariana Ecorces de tige164 

37 Mesuaferrine C M. ferrea Racines165 

38 Pyranojacareubine M. ferrea Ecorces de tige157,158 

39 Mesuaferrine B M. ferrea Racines163 

40 Mesuarianone M. beccariana Ecorces de tige164 

41a Mesuaferrol A M. ferrea Ecorces153 

41b Mesuaferrol B M. ferrea Ecorces153 

41c Mesuabixanthone A M. ferrea Ecorces de tige157,158 

41d Mesuabixanthone B M. ferrea Ecorces de tige157,158 

  



Chapitre I : Contexte de l’étude 

 

Caroline ROUGER | Activité pharmacologique de dérivés polyphénoliques isolés de Clusiaceae et de Calophyllaceae 

malaisiennes : effets régulateurs sur des marqueurs endothéliaux de l’inflammation et de l’immunité   37 

Tableau 5. Structures des xanthones isolées du genre Mesua 

          

     

     

N° R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 

33a OH H H H OH H H H 

33b OH H H H H OH H H 

33c H OH H H H H H H 

33d H H H OH H H H H 

33e OH H H H OH OH H H 

33f OH H H H OMe H H H 

33g OH H H H H H OMe H 

33h H H OH OMe H H H H 

33i OMe H H H OH H H H 

33j H OMe H H H H H H 

33k OH H OMe H OH H H H 

33l OH H OH OMe OH H H H 

33m OMe H OMe H OH H H H 

33n OMe H OMe H OH OH H H 

33o OH OMe OH H OH H H H 

33p OH H OH H H OH OMe OMe 

33q OMe H OH H H OH OMe OMe 

33r OH 
 

OMe 
 

OH H H H 

34a H H       

34b H OH       

34c 
 

H       

34d 
 

OH       

36a 
 

OH H      

36b 
 

H OH      

41a OH OH       

41b OH OMe       

41c OMe OH       

41d OMe OMe       
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5.3.2. Benzophénones polyprénylées 

a) Structure, nomenclature, biogenèse 

La benzophénone polyhydroxylée intermédiaire dans la voie de biosynthèse des xanthones 

peut également conduire, après prénylation par des prényltransférases, à la formation de 

benzophénones prénylées. Celles-ci peuvent ensuite subir une réaction de cyclisation intramoléculaire 

pour former des benzoylphloroglucinols polyprénylés polycycliques ou PPAPs. Plus précisément, les 

PPAPs dérivent d’un acylphloroglucinol trisubstitué, dont une des chaînes prényles peut de se cycliser 

sur un des atomes de carbone du noyau phloroglucinol. Trois types de cyclisation sont décrits (A, B et 

C), et la numérotation de la structure, proposée par Ciochina et Grossman, en dépend.106,166,167 

(Figure 18 & Figure 19) 

 

 

Figure 18. Schéma de biosynthèse des PPAPs de type B166 

 

 

Figure 19. Différents types de PPAPs et numérotation correspondante 
(D’après Ciochina et Grossman168) 

b) Structures isolées dans les 3 genres 

 Dans le genre Garcinia 

De nombreuses benzophénones polyisoprénylées ont été isolées du genre Garcinia, et ces 

structures sont essentiellement des PPAPs de type B, comme le sont le garcinol (42), le 

xanthochymol (43) et les guttiférones (Figure 20). 
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Figure 20. Exemples de benzophénones prénylées isolées du genre Garcinia 

 Dans le genre Calophyllum 

Le genre Calophyllum est également concerné par la biosynthèse de cette classe de 

polyphénols, bien que le nombre de métabolites isolés soit très inférieur à celui du genre Garcinia. 

Aussi, à côté des PPAPs non benzylés169, on trouve des benzophénones prénylées du groupe des 

PPAPs de type B (Figure 21). 

 

         

Figure 21. Exemples de benzophénones prénylées isolées du genre Calophyllum 

 Dans le genre Mesua 

A notre connaissance, une seule benzophénone polyprénylée a été isolée dans le genre 

Mesua. Il s’agit de la congestiflorone (47), qui a été identifiée dans les racines de l’espèce M. 

congestiflora148 (Figure 22). 

 

 

Figure 22. Benzophénone prénylée isolée du genre Mesua 
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5.3.3. Biflavonoïdes 

a) Structure, nomenclature, biogenèse 

Les biflavonoïdes sont des dimères de flavonoïdes. Ces derniers possèdent, comme squelette 

de base, un noyau 2-phénylchromane formé par la condensation de 3 unités malonyl-CoA et d’une 

unité acide hydroxycinnamique suivie d’une cyclisation. La plupart des biflavonoïdes sont des dimères 

de flavones et de flavanonesa et la liaison entre les deux, le plus souvent issue d’un couplage 

oxydatif, peut être de type carbone-carbone ou carbone-oxygène-carbone.170 (Figure 23) 

 

 

Figure 23. Schéma de biosynthèse des biflavonoïdes 

b) Structures isolées dans les 3 genres 

Les Clusiaceae et les Calophyllaceae renferment essentiellement des biflavonoïdes liés en C-

3→C-8’’ et oxygénés sur les positions 5, 7, 4’, 5’, 5’’, 7’’ et 4’’’. Il s’agit en général de dimères de type 

flavone-flavone, flavanone-flavone, flavanone-flavanone ou flavanone-flavonol.140 

 

 

                                              
a Les flavonoïdes regroupent plusieurs classes selon le degré d’oxydation du noyau pyranique central. Parmi les 

flavonoïdes sensu stricto, on retrouve les structures de base suivantes : 
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 Dans le genre Garcinia 

Les biflavonoïdes sont largement présents dans le genre Garcinia. La garcinianine (24) 171 en 

est un exemple (Figure 23). 

 Dans le genre Calophyllum 

Les biflavones telles que l’amentoflavone (49) et ses dérivés prédominent dans le genre 

Calophyllum. Elles peuvent aussi être prénylées, surtout en position 6’’, et même cyclisées comme 

c’est le cas des pyranoamentoflavones140 (Figure 24). 

 

        

Figure 24. Exemples de biflavonoïdes isolés du genre Calophyllum172 

 Dans le genre Mesua 

A l’heure actuelle, seuls deux biflavonoïdes sont connus dans le genre Mesua. Les 

mesuaferrones A (51) et B (52) (Figure 25) ont été isolées dans les étamines de l’espèce M. 

ferrea173,174. 

 

     

Figure 25. Biflavonoïdes isolés du genre Mesua 

5.3.4. Coumarines 

a) Structure, nomenclature, biogenèse 

Les Calophyllaceae, et en particulier les genres Mammea, Calophyllum et Mesua, se 

distinguent par la présence de coumarines de type mammea. Celles-ci sont caractérisées par un motif 

5,7-dioxycoumarinique substitué par un groupement phényle ou alkyle en position 4 et des chaînes 

acyle ou prényle en positions 6 ou 8108. Ces coumarines ont d’ailleurs une nomenclature qui leur est 
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propre, et qui tient compte des cyclisations pouvant se produire entre la chaîne prényle et un 

hydroxyle voisin (Tableau 6)175. 

 

Tableau 6. Nomenclature des coumarines de type mammea, proposée par Crombie et al.175 

Structure d’une 

coumarine de 

type mammea  

1ère lettre 

(substituant en 

position 4) 

/ 2ème lettre 

3ème lettre 

(type de substituant 

acyle) 

4ème lettre 

(type d’hétérocyclisation si 

cyclisation entre le 

substituant prényle et 

l’hydroxyle en ortho) 

 

A = phényl 

B = propyl 

C = pentyl 

D = 1-méthylpropyl 

E = 1-acétoxypropyl 

/ A = 6-acyl 

B = 8-acyl 

A = 3-méthylbutyryl 

B = 2-méthylbutyryl 

C = butyryl 

D = 2-méthylpropionyl 

Cyclo D = 2,2-

diméthylchromène 

Cyclo E = 3-hydroxy-2,2-

diméthyldihydropyrane 

Cyclo F = 2-(1-hydroxy-1-

méthyléthyl)dihydrofurane 

Exemple :                                             

 

Contrairement aux coumarines non substituées en position 4, qui dérivent de la voie de l’acide 

shikimique170, les coumarines de type mammea ont une origine biogénétique apparentée à celle des 

néoflavonoïdes176. Ainsi, une unité d’un acide dérivant d’un acide aminé variable réagirait avec un 

noyau phloroglucinol avant qu’un groupement diméthylallyle ne soit incorporé. Un acide α,β-insaturé 

(tel que l’acide cinnamique dans le cas des mammea A) est ensuite introduit et la condensation entre 

cet acide et l’hydroxyle phénolique voisin conduit à la formation de la lactone de ces coumarines. 

C’est seulement ensuite qu’on peut observer une cyclisation complémentaire pour obtenir les dérivés 

« cyclo »177,178. (Figure 26) 
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Figure 26. Schéma de biosynthèse des coumarines de type mammea 

a) Structures isolées dans les genres Calophyllum et Mesua 

 Dans le genre Calophyllum 

Des coumarines non cyclisées [e.g. mammea C/OB (54)] mais également des furano- [e.g. 

mammea B/BA cyclo F (55)], des pyrano- [e.g. oblongulide (56)] et des furano-pyranocoumarines 

[e.g. inophyllum G-1 (57)] ont été isolées du genre Calophyllum (Figure 27). En position 4, des 

groupements méthyle, propyle, pentyle ou phényle peuvent être rencontrés. La chaîne acyle souvent 

présente en position 6 ou 8 dépend quant à elle de l’acide aminé de départ utilisé pour la biosynthèse 

(Figure 26), celui-ci étant fréquemment l’isoleucine. Lorsqu’un groupement prényle substitue la 

position 6 ou 8, il n’est pas rare qu’une hydroxylation se produise au niveau de la double liaison, 

surtout lorsque ce prényle est cyclisé avec l’un des hydroxyles en position 5 ou 7 (e.g. 55). Enfin, 

une méthylation de l’un des hydroxyles est parfois retrouvée (e.g. 56). 

 

                

Figure 27. Exemples de coumarines isolées du genre Calophyllum 
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 Dans le genre Mesua 

Les Tableau 7 et Tableau 8 présentent les coumarines déjà isolées du genre Mesua. Celles-

ci sont toutes des coumarines de type mammea, sauf la beccamarine (58), dont les positions 5 et 7 

ne sont pas substituées par un atome d’oxygène. On distingue des coumarines non cyclisées ainsi 

que des furano- (structures 58, 64, 66 et 67) et des pyranocoumarines (structures 63 et 65). 

Toutes sont des phénylcoumarines, à l’exception de trois molécules : le ferruol A (59), qui est 

substitué par un groupement 1-méthylpropyle, et l’assamène (60a) et la surangine C (60b), qui 

portent une chaîne 1-hydroxypropyle en position 4. Les molécules sont généralement prénylées ou 

géranylées [e.g. mesuagénine C (62g)], mais certaines non prénylées ont été isolées à l’instar de la 

racémosone (61e). Concernant le substituant acyle situé en position 6 ou 8, il s’agit d’un 2-

méthylpropionyle (e.g. 61d), d’un butyryle (e.g. 67), d’un 2-méthylbutyryle (e.g. 60) ou d’un 3-

méthylbutyryle (e.g. 64). 

 

Tableau 7. Coumarines isolées du genre Mesua 

N° Nom Espèce Partie 

58 Beccamarine M. beccariana Ecorces de tige179,180 

59 Ferruol A M. ferrea Ecorces du tronc181 

60a Assamène M. ferrea Fleurs182 

60b Surangine C M. ferrea Bourgeons183 et fleurs182 

61a Mammea A/AA ou mammeisine 

M. thwaitesii Grainesa155 

M. ferrea Fleurs182 et graines184 

M. racemosa Feuilles185 

61b Mammea A/AB 

M. beccariana Ecorces de tige164 

M. ferrea Bourgeons183 et fleurs182 

M. thwaitesii Grainesa155 

61c Mammea A/AC 
M. racemosa Feuilles185 

M. thwaitesii Grainesb155 

61d Mammea A/AD ou mesuol 
M. ferrea Fleurs182 et graines186 

M. thwaitesii Grainesb155 

61e Racémosone M. racemosa Feuilles187 

61f 5,7-Dihydroxy-6-(2-méthylbutanoyl)-4-phényl-2H-chromèn-2-

one 

M. ferrea Bourgeons183 et fleurs182 

61g 5,7-Dihydroxy-6-(2-méthylbutanoyl)-8-[(E)-3,7-diméthylocta-
2,6-dienyl]-4-phényl-2H-chromèn-2-one 

M. ferrea Fleurs182 

61h 5,7-Dihydroxy-6-(3-méthylbutanoyl)-8-[(E)-3,7-diméthylocta-

2,6-dienyl]-4-phényl-2H-chromèn-2-one 

M. ferrea Fleurs182 

61i Racémosol M. racemosa Feuilles185 

62a Mammea A/BA 

M. elegans Ecorces122 

M. ferrea Fleurs182 

M. kunstleri Ecorces188 

62b Mammea A/BB ou isomammeisine 

M. ferrea Bourgeons183, feuilles189, fleurs182 

M. kunstleri Ecorces188 

M. racemosa Feuilles185 

                                              
aInterchangeables 
bInterchangeables 
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62c Mammea A/BC M. racemosa Feuilles187 

62d 
5,7-Dihydroxy-8-(2-méthylbutanoyl)-6-[(E)-3,7-diméthylocta-
2,6-dienyl]-4-phényl-2H-chromèn-2-one 

M. elegans Ecorces122 

M. ferrea Bourgeons183 

M. kunstleri Ecorces188 

62e 
5,7-Dihydroxy-8-(3-méthylbutanoyl)-6-[(E)-3,7-diméthylocta-
2,6-dienyl]-4-phényl-2H-chromèn-2-one 

M. elegans Ecorces122 

M. ferrea Fleurs182 

M. kunstleri Ecorces188 

62f Isoracémosol M. racemosa Feuilles187 

62g Mesuagénine C 
M. elegans Ecorces122 

M. kunstleri Ecorces188 

63a Mesuagénine A M. elegans Ecorces122 

63b Mesuagénine B M. elegans Ecorces122 

63c Mammea A/BA cyclo D ou isomammeigine M. elegans Ecorces122 

64a Mesuagénine D M. elegans Ecorces122 

64b Mammea A/BA cyclo F M. elegans Ecorces122 

65a Mammea A/AA cyclo D M. ferrea Fleurs182 et graines186 

65b Mammea A/AB cyclo D ou mammeigine 
M. ferrea Bourgeons183, fleurs182, graines155 

M. thwaitesii Graines155 

65c Mammea A/AC cyclo D M. racemosa Feuilles185 

65d Mammea A/AD cyclo D ou mesuagine 

M. ferrea Fleurs182 et Graines190 

M. racemosa Feuilles185 

M. thwaitesii Graines155 

65e Mesuarine M. ferrea Graines158,191 

65f 5-Hydroxy-6-isobutyryl-8-méthyl-8-(4-méthylpent-3-ènyl)-4-
phényl-2H-pyrano[2,3-h]chromèn-2-one 

M. ferrea Fleurs182 

65g 5-Hydroxy-8-méthyl-6-(2-méthylbutanoyl)-8-(4-méthylpent-3-
ènyl)-4-phényl-2H-pyrano[2,3-h]chromèn-2-one 

M. ferrea Fleurs182 

66a Mammea A/AA cyclo F ou cyclomammeisine 
M. ferrea Fleurs182 

M. thwaitesii Ecorces et graines155 

66b Mammea A/AB cyclo F M. ferrea Bourgeons183 et fleurs182 

66c Mammea A/AC cyclo F M. racemosa Feuilles185 

66d Mammea A/AD cyclo F 
M. ferrea Fleurs182 

M. thwaitesii Graines155 

66e 8,9-Dihydro-5-hydroxy-6-(2-méthylbutanoyl)-4-phényl-8-

(prop-1-èn-2-yl)furo[2,3-h]chromèn-2-one 

M. ferrea Fleurs182 

66f 8,9-Dihydro-5-hydroxy-6-(3-méthylbutanoyl)-4-phényl-8-
(prop-1-èn-2-yl)furo[2,3-h]chromèn-2-one 

M. ferrea Fleurs182 

67 Furanoracémosone M. racemosa Feuilles187 
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Tableau 8. Structures des coumarines isolées du genre Mesua 

     

         

N° R1 R2 R3 

60a Me   

60b 
  

 

61a, 62a 
  

 

61b, 62b 
  

 

61c, 62c  
 

 

61d 
  

 

61e  
 

 

61f 
 

H 
 

61g, 62d 
  

 

61h, 62e 
  

 

61i, 62f  
 

 

62g 
  

 

63a 
  

 

63b 
  

 

63c 
 

Me 
 

N° R1 R2 R3 

64a 
 

 
 

64b Me   

65a 
 

Me H 

65b 
 

Me H 

65c  Me H 

65d 
 

Me H 

65e 
 

Me Me 

65f 
  

H 

65g 
  

H 

66a 
  

 

66b 
  

 

66c  
 

 

66d 
  

 

66e 
  

 

66f 
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5.3.5. Chromanones acides 

a) Structure, nomenclature, biogenèse 

Les chromanones acides retrouvées chez les Calophyllaceae auraient, selon différents auteurs, 

une origine biosynthétique similaire à celle des coumarines vues précédemment104,178. Plus 

précisément, elles dériveraient d’un noyau phloroglucinol condensé à une unité d’acide tiglique. Elles 

sont d’ailleurs parfois des intermédiaires de synthèse « biomimétique » dans l’élaboration de 

certaines coumarines177. De plus, la prénylation de ces composés conduit fréquemment à une 

cyclisation en noyau pyrane192. (Figure 28) 

 

 

Figure 28. Schéma de biosynthèse des pyranochromanones acides et des 
pyranocoumarines 

b) Structures isolées dans les genres Calophyllum et Mesua 

 Dans le genre Calophyllum 

Les pyranochromanones acides du genre Calophyllum peuvent être classées en deux types 

selon que le cycle gem-diméthylpyrène fusionne de façon angulaire [e.g. acide calopolyanique (68)] 

ou linéaire [e.g. acide isoapétalique (69)] avec le noyau chromanone193. A côté de ces dérivés 

pyraniques, d’autres 4-chromanones acides prénylées mais non cyclisées en noyau pyrane [e.g. acide 

brasiliensophyllique B (70)] ont été isolées de Calophyllum brasiliense194. (Figure 29) 
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Figure 29. Exemples de (pyrano)chromanones acides isolées du genre Calophyllum193,195 

 Dans le genre Mesua 

A ce jour, il semble qu’une seule chromanone acide ait été identifiée dans le genre Mesua : 

l’acide mesuanique (71, Figure 30), isolé des étamines de l’espèce M. ferrea196. 

Une autre chromanone appelée mesuaferrol (72, Figure 30), ne présentant pas de fonction 

acide mais de structure très proche à l’acide mesuanique, a également été découverte dans la même 

source197. 

 

             

Figure 30. 4-Chromanones isolée du genre Mesua 

5.3.6. Triterpènes et stéroïdes 

a) Structure, nomenclature, biogenèse 

Les triterpènes, tétra- ou pentacycliques, sont biosynthétisés via la voie du mévalonate. Plus 

précisément, ils sont issus de la cyclisation du (3S)-2,3-époxy-2,3-dihydrosqualène (Figure 31). Des 

déméthylations au niveau des positions 4 et 14 permettent la formation des stéroïdes, possédant un 

squelette en C27 voire moins.170 
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Figure 31. Schéma de biosynthèse des triterpènes 

b) Structures isolées dans les genres Calophyllum et Mesua 

 Dans le genre Calophyllum 

Parmi les triterpènes isolés du genre Calophyllum, l’acide bétulinique (73), la friedeline (74), 

le β-sitostérol (75) et le canophyllol (76) sont les plus fréquents (Figure 32)104. 

 

 

Figure 32. Exemples de triterpènes isolés du genre Calophyllum 

 Dans le genre Mesua 

Plusieurs triterpènes déjà notés dans le genre Calophyllum se retrouvent aussi dans le genre 

Mesua (Tableau 9 & Tableau 10). Celui-ci compte également des stéroïdes, dont le stigmastérol 

(82) et le spinastérol (83) (Tableau 10), respectivement isolés dans les écorces de tige de M. 

beccariana164,180 et de M. ferrea198. 
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Tableau 9. Triterpènes isolés du genre Mesua 

N° Nom Espèce Partie 

73 Acide bétulinique 

M. beccariana Ecorces de tige164 

M. ferrea Ecorces157,158 et racines163,165 

M. myrtifolia Ecorces162 

74 Friedeline 

M. beccariana Ecorces de tige164 

M. daphnifolia Ecorces de tige150 

M. ferrea Ecorces de tige198 et racines163,165 

75 β-Sitostérol 

M. ferrea Duramen152, étamines197 et racines165 

M. myrtifolia Ecorces162 

M. thwaitesii Bois et écorces155 

77a Friedelan-1,3-dione M. daphnifolia Ecorces de tige150 

77b 3β-Friedélanol M. ferrea Ecorces de tige198 

77c Acide myrtifolique M. myrtifolia Bois162 et écorces162 

78a α-Amyrine M. ferrea Etamines173 

78b β-Amyrine M. ferrea Etamines197 

78c Acide oléanolique M. myrtifolia Bois162 

79 Taraxérol M. myrtifolia Ecorces162 

80a Simiarénol M. myrtifolia Ecorces162 

80b Simiarénone M. myrtifolia Ecorces162 

81a Lupéol 
M. daphnifolia Ecorces de tige150 

M. ferrea Ecorces de tige198 

81b 3-Oxo-bétuline M. ferrea Ecorces de tige198 

 

Tableau 10. Structures des triterpènes et de stéroïdes isolés du genre Mesua 

 

N° R1 R2 R3 R4 

77a O O H Me 

77b H, H OH, H H Me 

77c H, H OH, H Me COOH 

78a Me H Me  

78b H Me Me  

78c H Me COOH  

80a OH, H    

80b O    

81a OH, H H   

81b O OH   
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5.3.7. Autres métabolites secondaires isolés du genre Mesua 

Des flavonoïdes tels que la (-)-épicatéchine (84)153, et des acides phénoliques [acides 

ellagique (85), vanillique (86), p-coumarique (87) et gallique (88)] ont été isolés dans le genre 

Mesua199. En outre, des anthraquinones simples (89 et 90) ont été identifiées dans les écorces de 

tige de M. beccariana179 et de racine de M. ferrea163 (Figure 33). 

Enfin, de nombreux terpènes, et particulièrement des sesquiterpènes, ont pu être décrits au 

cours de l’analyse de l’huile essentielle des feuilles M. ferrea200. 

 

             

              

Figure 33. Exemples d’autres métabolites secondaires isolés du genre Mesua 

6. Conclusion 

Cette revue bibliographique relève l’importance d’identifier de nouvelles molécules 

immunosuppressives et efficaces dans la prévention des rejets de greffe, comme alternative aux 

agents immunosuppresseurs actuels qui présentent une certaine cytotoxicité, notamment 

néphrologique. Les espèces végétales appartenant aux familles des Clusiaceae et des Calophyllaceae 

sont une source riche en dérivés polyphénoliques prénylés, molécules souvent antioxydantes et anti-

inflammatoires. De nombreuses espèces de ces familles sont endémiques et restent encore inconnues 

ou très peu étudiées au niveau phytochimique, recélant très probablement des molécules originales 

et actives sur l’inflammation et sur l’immunogénicité. 
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Chapitre II : Sélection d’extraits riches en métabolites 

d’intérêt dans la prévention de la dysfonction endothéliale 

 

 

 

 

 

 

Parmi un ensemble de Clusiaceae et de Calophyllaceae originaires de Malaisie, plusieurs 

espèces ont été sélectionnées au début de ce travail de thèse, en vue d’une extraction de leurs 

métabolites secondaires. L’étude des extraits obtenus a finalement permis d’en retenir quatre, 

provenant des espèces Mesua lepidota, Mesua assamica et Calophyllum tetrapterum, et paraissant 

riches en molécules originales et potentiellement inhibitrices de la dysfonction endothéliale. 

Au cours de ce deuxième chapitre, nous préciserons les critères qui nous ont guidés dans le 

choix initial des espèces végétales. Nous présenterons ensuite le principe et les résultats du criblage 

biologique réalisé in vitro sur les extraits obtenus à partir des différentes plantes sélectionnées. 

S’ensuivra l’analyse déréplicative de ces mêmes extraits, qui met en évidence les principales classes 

chimiques qui les composent. Le recoupement des données biologiques et phytochimiques 

déterminera enfin les quatre extraits sélectionnés pour une étude phytochimique approfondie, et 

leurs effets sur la formation des produits avancés de la glycation (AGEs) in vitro concluront ce 

chapitre.  
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1. Introduction 

Le laboratoire SONAS étudie les métabolites secondaires de Clusiaceae et de Calophyllaceae 

notamment d’origine malaisienne et néo-calédonienne depuis une quinzaine d’années maintenant. 

Une coopération avec l’Institut de Chimie des Substances Naturelles (ICSN) permet 

l’approvisionnement en matériel végétal. 

Plusieurs composés isolés de ces plantes ont précédemment été évalués pour leurs activités 

antioxydantes, anti-AGEs et anti-inflammatoires au cours du projet régional PROVASCa, en 

collaboration avec l’équipe 5 de l’unité INSERM 1064 / Center of research in transplantation & 

immunology (CRTI) du CHU de Nantes. Les résultats positifs obtenus pour plusieurs molécules, 

montrant notamment une inhibition de l’expression du marqueur de l’inflammation VCAM-1 à la 

surface de cellules endothéliales primaires1, ont incité le laboratoire SONAS à approfondir ces études 

en élargissant la gamme de dérivés polyphénoliques évalués. 

Ainsi, toujours dans le cadre de ces collaborations entre les trois laboratoires, et dans le but 

d’identifier de nouvelles molécules capables de prévenir la dysfonction endothéliale, un panel de 

plantes originaires de Malaisie a été sélectionné au début de ce travail de thèse, puis un criblage des 

extraits a été mené sur la base d’une analyse déréplicative de leur composition et d’une évaluation de 

leur activité anti-inflammatoire. 

2. Sélection des plantes et obtention des extraits 

2.1. Sources végétales sélectionnées 

A la suite de différentes récoltes effectuées en Malaisie au cours des 20 dernières années, des 

échantillons de 35 espèces de Clusiaceae et de Calophyllaceae, réparties dans les 3 genres Garcinia, 

Calophyllum et Mesua, ont été mis à notre disposition (cf. partie expérimentale). Une revue de la 

bibliographie sur ces différentes espèces ou variétés nous a, dans un premier temps, permis de 

discerner les plantes ayant déjà fait l’objet d’études phytochimiques ou pharmacologiques de celles 

n’ayant jamais été explorées (Tableau 11). 

Dès lors, plusieurs possibilités s’offraient à nous pour tirer le meilleur parti de ces plantes. 

Nous pouvions choisir les espèces connues pour renfermer un type particulier de composés, ou 

encore celles manifestant des effets positifs au niveau vasculaire, notamment antioxydants ou anti-

inflammatoires. Afin de favoriser l’identification de molécules alliant originalité structurale et nouvelle 

activité biologique, notre choix s’est finalement porté sur les plantes n’ayant pas fait l’objet d’études 

phytochimiques antérieures, et étant très peu décrites pour leurs activités pharmacologiques. Nous 

nous sommes également affranchis des variétés dont l’espèce avait déjà été investiguée. Ainsi, notre 

                                              
a Projet pour la PROtection VASCulaire (PROVASC) sélectionné lors de l’Appel à projet recherches de la région 

Pays de la Loire, et regroupant 7 partenaires ligériens (2009-2013) 
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étude s’est cantonnée aux 10 espèces suivantes : Calophyllum disocurii, C. ferrugineum, C. 

ferrugineum var. neriifolium, C. incrassatum, C. tetrapterum, C. teysmanii var. teysmanii, Garcinia 

dumosa, Mesua assamica, M. lepidota, et M. nuda, soit 13 lots de plantes au total comprenant les 

écorces de tronc, les feuilles et, parfois, les fruits. 

Tableau 11. Données bibliographiques recueillies sur les 35 espèces fournies 

Espèce 

N° d’herbier (KL, Kuala 

Lumpur) et parties (Ec 

= écorces, Fe = Feuilles, 
Fr = fruits) 

Informations référencées 

Composition phytochimique 
connue 

Activités thérapeutiques 
décrites 

C. depressinervosum M. 
R. Hend. & Wyatt-Sm. 

5643 (Ec, Fe, Fr)  Antioxydant, antibactérien2 

C. disocurii P. F. Stevens 4579 (Ec, Fe)   

C. ferrugineum Ridl. 5552 (Ec, Fe)   

C. ferrugineum Ridl. var. 

neriifolium (Ridl.) M. R. 
Hend. & Wyatt-Sm.a 

4955 (Ec, Fe)   

C. flavoramulum M. R. 
Hend. & Wyatt-Sm. 

4626 (Ec, Fe) 
Biflavonoïdes, acides 

phénoliques, xanthones, 
triterpènes3 

Anti-AGEs3 

C. incrassatum M. R. 

Hend. & Wyatt-Sm. 

4702 (Ec, Fe), 4884 (Ec, 

Fe, Fr) 
  

C. molle King 4463, 4601 (Ec, Fe) Coumarines4 Anti-VIH4 

C. pulcherrimum Wall. 
4538, 4879, 5326 (Ec, 

Fe) 
 

Peu cytotoxique sur Artemia 

salina5 

C. symingtonianum M. R. 
Hend. & Wyatt-Sm. 

4881 (Ec, Fe, Fr) Xanthones6 Antifongique6 

C. tetrapterum Miq. 

(= C. floribundum Hook. f.) 

5382, 5617, 5707 (Ec, 

Fe) 
 Antiparasitaire7 

C. tetrapterum Miq. var. 
tetrapteruma 

5076 (Ec, Fe)   

C. teysmannii Miq. var. 

teysmanniia 
4880 (Ec, Fe) 

(var. inophylloide : 

xanthones)8 

(var. inophylloide : 

immunosuppression)8 

G. bancana Miq. 
4967 (Ec, Fe, Fr), 
5033 (Ec, Fe) 

Biphényle, benzophénones, 
flavonoïdes, triterpènes9 

Antibactérien9 

G. cowa Roxb. 4587, 5526 (Ec, Fe) 
Biphényles, xanthones, 
flavonoïdes, terpènes10 

Antibactérien11 

G. diversifolia King 5712 (Ec, Fe) Triterpènes12  

G. dumosa King 5516 (Ec, Fe)   

G. brevirostris Scheff. 
(= G. eugeniaefolia Wall.) 

4611, 5074, 5273, 
5456 (Ec, Fe), 5251 (Ec) 

Benzophénone13  

G. forbesii King 5146, 5518 (Ec, Fe) Xanthones14  

G. gaudichaudii Planch. & 

Triana 
5483 (Ec, Fe, Fr) Xanthones15 Cytotoxique15 

                                              
a Variété non référencée dans la base de données The Plant List (http://www.theplantlist.org) 
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G. griffithii T. Anderson 5303 (Ec, Fe) Xanthones, benzophénones16  

G. celebica L. 
(= G. hombroniana Pierre) 

4800 (Ec, fe) 
Triterpènes, xanthones, 

benzophénones, flavonoïdes17 
Antioxydant, antiagrégant 

plaquettaire, antibactérien17 

G. nervosa Miq. 5702 (Ec, Fe) Flavonoïdes18 
Antioxydant, anti-

inflammatoire, cytotoxique19 

G. nigrolineata Planch. 5555 (Ec, Fe) Biphényles, xanthones20 Antibactérien20 

G. opaca King 
4532 (Ec, Fe, Fr), 
4560 (Ec, Fe) 

Xanthones21, terpènes22 Antiagrégant plaquettaire23 

G. opaca King var. 

dumosa Whitmorea 
5589 (Ec, Fe)   

G. parvifolia (Miq.) Miq. 
5073, 5259 (Ec, Fe), 

5248 (Ec), 

5670 (Ec, Fe, Fr) 

Flavonoïdes24, phloroglucinols, 
depsidones, xanthones25 

Antioxydant, 

anticholinestérasique24, 

antibactérien25 

G. prainiana King 5661 (Ec, Fe) Triterpènes, flavonoïdes26 Antioxydant26 

G. pyrifera Ridl. 
4523, 4954, 5443 (Ec, 
Fe) 

Benzophénones27 
Inhibiteur du désassemblage 

des microtubules, 

cytotoxique27 

G. rostrata (Hassk.) Miq. 5175 (Ec, Fe)  Antioxydant28 

M. assamica (King & 

Prain) Kosterm. 
5442 (Ec, Fe)   

M. elegans (King) 
Kosterm. 

4859, 5310 (Ec, Fe) Coumarines29 Anticholinestérasique29 

M. ferrea L. 
4515, 4782, 4614 (Ec, 
Fe) 

Coumarines, xanthones, 
triterpènes, flavonoïdes30 

Antimicrobien, analgésique, 

antispasmodique, 

cytotoxique, anti-
inflammatoire30 

M. lepidota T. Anderson 5436 (Ec, Fe, Fr)   

M. nuda Kosterm. 5352 (Ec, Fe)   

M. racemosa (Planch.) 
Kosterm. 

4464 (Ec, Fe) Coumarines31  

 

2.2. Extraction automatisée du matériel végétal 

Afin d’extraire rapidement les métabolites secondaires des différentes parties de plantes, nous 

avons opté pour l’extraction sous pression (PLE, pressurized liquid extraction) à 60°C et 100 bars32. 

Ces conditions ont été choisies de manière à permettre une extraction efficace tout en limitant le 

risque de dégradation des composés33. Entre 2 g et 10 g d’écorces, feuilles, et éventuellement fruits 

ont été extraits successivement par le dichlorométhane (DCM) et le méthanol (MeOH). 

A partir des 13 lots de plantes préalablement sélectionnés, 56 extraits ont été obtenus, avec 

des rendements d’extraction compris entre 0,7 % et 38 %. Les extraits ont été référencés selon le 

numéro d’herbier suivi de la partie de plante [en anglais : B pour bark (écorce), L pour leaves 

(feuilles), F pour fruits (fruits)] et du solvant d’extraction (Tableau 12). 

                                              
a Variété non référencée dans la base de données The Plant List (http://www.theplantlist.org) 
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Tableau 12. Masses et rendements d’extraction obtenus par PLE à partir des différents 
organes des plantes sélectionnées 

Espèce Partie 
Solvant 

d’extraction 

Extrait obtenu Rendement 

d’extraction (%) Nom Masse (mg) 

Calophyllum dioscurii 

Ecorces 
DCM 4579B_DCM 756 7,2 

MeOH 4579B_MeOH 1086 10,4 

Feuilles 
DCM 4579L_DCM 772 7,6 

MeOH 4579L_MeOH 936 9,3 

Calophyllum ferrugineum 

Ecorces 
DCM 5552B_DCM 984 9,4 

MeOH 5552B_MeOH 2037 19,4 

Feuilles 
DCM 5552L_DCM 796 7,7 

MeOH 5552L_MeOH 1883 18,1 

Calophyllum ferrugineum var. 

neriifolium 

Ecorces 
DCM 4955B_DCM 1038 10,7 

MeOH 4955B_MeOH 1194 12,3 

Feuilles 
DCM 4955L_DCM 692 7,0 

MeOH 4955L_MeOH 1401 14,1 

Calophyllum 

incrassatum 

Lo
t 

A
 

Ecorces 
DCM 4702B_DCM 580 5,9 

MeOH 4702B_MeOH 1325 13,5 

Feuilles 
DCM 4702L_DCM 674 6,5 

MeOH 4702L_MeOH 2423 23,3 

Lo
t 

B
 

Ecorces 
DCM 4884B_DCM 275 2,6 

MeOH 4884B_MeOH 1281 11,9 

Feuilles 
DCM 4884L_DCM 615 6,1 

MeOH 4884L_MeOH 1658 16,5 

Fruits 
DCM 4884F_DCM 419 4,3 

MeOH 4884F_MeOH 505 5,1 

Calophyllum 

tetrapterum 

Lo
t 

A
 

Ecorces 
DCM 5382B_DCM 127 5,1 

MeOH 5382B_MeOH 481 19,1 

Feuilles 
DCM 5382L_DCM 672 6,7 

MeOH 5382L_MeOH 1477 14,8 

Lo
t 

B
 

Ecorces 
DCM 5617B_DCM 188 8,5 

MeOH 5617B_MeOH 366 16,5 

Feuilles 
DCM 5617L_DCM 109 5,5 

MeOH 5617L_MeOH 360 14,9 

Lo
t 

C
 

Ecorces 
DCM 5707B_DCM 250 8,7 

MeOH 5707B_MeOH 458 16,0 

Feuilles 
DCM 5707L_DCM 271 8,8 

MeOH 5707L_MeOH 971 31,5 
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Calophyllum teysmanii var. 

teysmanii 

Ecorces 
DCM 4880B_DCM 103 3,9 

MeOH 4880B_MeOH 473 17,9 

Feuilles 
DCM 4880L_DCM 144 3,6 

MeOH 4880L_MeOH 586 14,8 

Garcinia dumosa 

Ecorces 
DCM 5516B_DCM 429 4,4 

MeOH 5516B_MeOH 2105 21,5 

Feuilles 
DCM 5516L_DCM 74 0,7 

MeOH 5516L_MeOH 4053 38,4 

Mesua assamica 

Ecorces 
DCM 5442B_DCM 130 3,5 

MeOH 5442B_MeOH 672 17,9 

Feuilles 
DCM 5442L_DCM 120 3,1 

MeOH 5442L_MeOH 859 22,2 

Mesua lepidota 

Ecorces 
DCM 5436B_DCM 37 1,3 

MeOH 5436B_MeOH 352 12,4 

Feuilles 
DCM 5436L_DCM 109 3,1 

MeOH 5436L_MeOH 575 16,4 

Fruits 
DCM 5436F_DCM 1006 33,5 

MeOH 5436F_MeOH 331 11,0 

Mesua nuda 

Ecorces 
DCM 5352B_DCM 407 16,3 

MeOH 5352B_MeOH 339 13,6 

Feuilles 
DCM 5352L_DCM 297 9,6 

MeOH 5352L_MeOH 772 25,0 

 

3. Criblage biologique de l’activité inhibitrice de l’expression 

de VCAM-1 

Nous avons vu que l’endothélium vasculaire joue un rôle important dans la physiopathologie 

des rejets de greffe, notamment par son implication dans la survenue d’une réponse inflammatoire. 

Celle-ci étant en grande partie liée à la présentation de molécules d’adhésion cellulaire, telles que 

VCAM-1, à la surface des cellules de l’endothélium, nous avons choisi d’évaluer l’effet inhibiteur des 

extraits végétaux sélectionnés sur l’expression de VCAM-1 in vitro. 

3.1. Principe du test en ELISA cellulaire 

Un criblage biologique de l’activité anti-inflammatoire des extraits a été réalisé par mesure de 

l’expression de la protéine VCAM-1 à la surface de cellules endothéliales de veine de cordon ombilical 

humain (HUVECs). 
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La protéine VCAM-1 n’est pas présente à la surface des cellules endothéliales quiescentes, 

mais son expression est induite par un traitement au TNF-α avec un maximum 6 heures après 

traitement. L’induction de VCAM-1 est largement dépendante de la voie NF-κB et est très fortement 

inhibée par les antioxydants, inhibiteurs de NF-κB, tels que le dithiocarbamate de pyrrolidine (PDTC) 

ou le TEMPOL, ici utilisés comme témoins inhibiteurs.34,35 

L’expression de VCAM-1 a été mesurée par une technique d’ELISA cellulaire, préalablement 

mise en place par l’équipe 5 de l’unité INSERM 1064 / CRTI au cours du projet PROVASC36. Le test 

consiste à traiter des cellules HUVECs confluentes par les extraits pendant 1 heure, avant stimulation 

par la cytokine pro-inflammatoire TNF-α pendant 6 heures. Les cellules sont ensuite fixées, et 

marquées par des anticorps primaires dirigés contre VCAM-1, puis secondaires couplés à la 

peroxydase. L’introduction d’un substrat [ABTS, acide 2,2’-azino-di-(3-éthylbenzothiazoline-6-

sulfonique)] de la peroxydase conduit après oxydation à la formation d’un produit vert absorbant à 

405 nm. La valeur de la densité optique (DO) lue à cette longueur d’onde (λ) est donc proportionnelle 

à l’expression du marqueur de l’inflammation VCAM-1 (Figure 34). 

 

 

Figure 34. Schéma du test de criblage anti-inflammatoire et du test au MTT 

 

Le tapis confluent d’HUVECs reflète la condition physiologique des cellules au sein du vaisseau 

sanguin, et l’exposition des cellules aux extraits végétaux avant la stimulation par le TNF-α équivaut 

à un traitement prophylactique (et non curatif) de la dysfonction endothéliale. 

Pour que la valeur de l’absorbance soit comparable entre différentes conditions, il est 

nécessaire d’avoir le même nombre de cellules pour chacune d’entre elles. En effet, si un extrait est 
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toxique pour les cellules, le nombre de cellules viables restantes et donc susceptibles de fixer les 

anticorps est abaissé, ce qui entraîne une diminution de la DO par rapport à un contrôle traité 

uniquement par le TNF-α. Pour valider les résultats observés, et en même temps déceler les extraits 

cytotoxiques, l’effet sur la viabilité cellulaire a été évalué en parallèle de l’essai sur VCAM-1. La 

méthode consiste à évaluer l’activité métabolique des cellules par une coloration au sel de tétrazolium 

MTT [bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium]. Ce sel jaune est réduit en un 

produit formazan bleu-violet par la succinate déshydrogénase mitochondriale des cellules vivantes 

actives37,38. Une fois ce précipité violet solubilisé dans le diméthylsulfoxyde (DMSO), la DO du milieu 

est lue à 570 nm. Le glyoxal, un agent cytotoxique, est utilisé comme témoin dans ce test39 (Figure 

34). 

3.2. Résultats du criblage anti-inflammatoire mesurant l’expression 
de VCAM-1 in vitro 

Avant de procéder aux essais biologiques, les extraits méthanoliques les plus riches en tanins 

ont été filtrés sur cartouche SPE (solid phase extraction) de polyamide afin d’éliminer aux maximum 

ces polymères de flavan-3-ol (tanins condensés) ou esters de l’acide gallique ou ellagique (tanins 

hydrolysables)40, qui peuvent interférer dans les essais biologiques par des interactions non 

spécifiques41. 

Les 56 extraits de Clusiaceae et de Calophyllaceae ont été évalués in vitro aux concentrations 

de 0,5, 5 et 50 µg/mL, chacune en triplicat (Tableau 13). 

 

 

Tableau 13. Effet des extraits (0,5, 5 et 50 µg/mL) sur la viabilité des cellules HUVECs et 
sur leur expression de VCAM-1 après induction par le TNF-α 
Les pourcentages d’inhibition de la viabilité cellulaire et de l’expression de VCAM-1 sont calculés par 

rapport aux DO du témoin non traité et du témoin traité par TNF-α, respectivement. (En fond jaune : 
10 à 24 % d’inhibition ; en fond vert : ≥ 25 % d’inhibition de VCAM-1. En gras : effet sur la viabilité 

cellulaire affectant le résultat observé sur VCAM-1). 

Espèce 

Extrait 

(# filtré sur 
cartouche SPE)  

Inhibition de la viabilité 

cellulaire (%) 

Inhibition de l’expression de 

VCAM-1 induite par le TNF-α (%) 

0,5 µg/mL 5 µg/mL 50 µg/mL 0,5 µg/mL 5 µg/mL 50 µg/mL 

Calophyllum 

dioscurii 

4579B_DCM 0 0 0 0 3 5 

4579B_MeOH# 0 0 0 0 2 10 

4579L_DCM 0 0 0 0 0 8 

4579L_MeOH 0 0 0 1 7 6 

Calophyllum 

ferrugineum 

5552B_DCM 0 0 0 0 0 8 

5552B_MeOH# 0 0 0 6 0 4 

5552L_DCM 0 0 0 0 0 5 

5552L_MeOH 0 0 0 0 0 0 
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Calophyllum 

ferrugineum var. 

neriifolium 

4955B_DCM 0 0 3 0 0 0 

4955B_MeOH# 0 0 2 0 0 0 

4955L_DCM 0 0 0 0 0 0 

4955L_MeOH 0 0 0 0 0 0 

Calophyllum 

incrassatum 

Lo
t 

A
 

4702B_DCM 0 0 0 0 0 30 

4702B_MeOH# 0 0 0 7 6 12 

4702L_DCM 0 0 0 3 0 0 

4702L_MeOH# 0 0 0 0 0 10 

Lo
t 

B
 

4884B_DCM 3 1 9 0 0 0 

4884B_MeOH# 0 0 0 0 0 0 

4884L_DCM 0 0 0 0 0 0 

4884L_MeOH# 8 1 0 0 0 0 

4884F_DCM 0 0 0 0 0 0 

4884F_MeOH# 0 0 0 0 0 3 

Calophyllum 

tetrapterum 

Lo
t 

A
 

5382B_DCM 0 0 0 12 31 31 

5382B_MeOH# 0 0 0 0 0 0 

5382L_DCM 0 0 0 29 25 42 

5382L_MeOH# 0 0 0 24 36 47 

Lo
t 

B
 

5617B_DCM 0 0 7 0 6 14 

5617B_MeOH# 0 0 0 0 4 9 

5617L_DCM 0 0 0 0 3 11 

5617L_MeOH 2 0 0 0 0 0 

Lo
t 

C
 

5707B_DCM 0 0 0 0 0 13 

5707B_MeOH# 0 0 0 0 2 12 

5707L_DCM 0 0 5 0 5 23 

5707L_MeOH# 0 0 0 0 4 12 

Calophyllum 

teysmanii var. 

teysmanii 

4880B_DCM 16 32 5 0 0 0 

4880B_MeOH# 0 0 0 0 0 0 

4880L_DCM 0 0 0 0 0 18 

4880L_MeOH# 0 12 0 0 0 4 

Garcinia dumosa 

5516B_DCM 0 0 0 0 0 12 

5516B_MeOH 0 0 0 0 0 4 

5516L_DCM 0 0 0 0 6 15 

5516L_MeOH 0 0 0 0 0 10 

Mesua assamica 

5442B_DCM 0 0 0 0 5 17 

5442B_MeOH# 0 0 0 0 1 6 

5442L_DCM 0 0 32 21 36 77 

5442L_MeOH 0 0 0 31 44 42 
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Mesua lepidota 

5436B_DCM 0 0 0 0 17 14 

5436B_MeOH# 0 0 0 0 0 0 

5436L_DCM 0 0 0 0 0 0 

5436L_MeOH 0 0 0 0 9 19 

5436F_DCM 0 0 25 0 18 52 

5436F_MeOH# 0 0 2 0 4 13 

Mesua nuda 

5352B_DCM 0 0 0 17 21 31 

5352B_MeOH# 0 0 0 17 22 21 

5352L_DCM 0 0 0 19 26 25 

5352L_MeOH 0 0 4 30 43 49 

Témoins positifs 

PDTC (200 µM) 6 76 

TEMPOL (2 mM) 2 28 

Glyoxal (4 mM) 51 85 

 

Neuf extraits réduisent l’expression de VCAM-1 d’au moins 20 % à 5 µg/mL. Une relation 

dose-effet peut être remarquée pour la plupart de ces extraits, qui présentent un effet inhibiteur dès 

0,5 µg/mL, allant en augmentant jusqu’à 50 µg/mL. Les extraits DCM et MeOH concernés sont issus 

de 3 espèces : Calophyllum tetrapterum (lot A), Mesua assamica et Mesua nuda. On note cependant 

que les lots B et C de C. tetrapterum présentent une activité nettement moins marquée, de l’ordre de 

10 % d’inhibition de l’expression de VCAM-1 à 50 µg/mL pour les différents extraits. 

Plus précisément, les neufs extraits les plus actifs sont les extraits DCM d’écorces et DCM et 

MeOH de feuilles de C. tetrapterum (lot A, 5382), les extraits DCM et MeOH de feuilles de M. 

assamica, et les extraits DCM et MeOH d’écorces et de feuilles de M. nuda. 

L’effet inhibiteur observé avec l’extrait DCM de fruits de Mesua lepidota à 50 µg/mL ne peut 

pas être interprété en raison de la cytotoxicité exercée à cette concentration. Cependant, ce même 

extrait inhibe 18 % de l’expression de VCAM-1 à la concentration de 5 µg/mL qui n’a pas d’impact sur 

la viabilité cellulaire. Il fait donc aussi partie des extraits les plus actifs évalués au cours de ce 

criblage, qui révèle le potentiel anti-inflammatoire des espèces du genre Mesua tout particulièrement. 

 

Ces activités anti-inflammatoires sont liées aux métabolites secondaires qui composent les 

extraits. Aussi, pour resserrer la sélection des extraits à étudier, et préférer ceux potentiellement 

riches en composés originaux, une étude déréplicative a-t-elle été menée. 
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4. Etude déréplicative des extraits 

4.1. Identification des principales classes chimiques présentes dans 
l’ensemble des extraits étudiés 

Afin d’identifier les principales familles chimiques de métabolites secondaires composant les 

extraits, une analyse déréplicative a été conduite par chromatographie liquide haute performance 

(HPLC) couplée à des détecteurs ultra-violet (UV) et de masse (MS et MS2). 

La déréplication consiste à repérer, au sein d’un mélange de produits, des composés déjà 

connus, sur la base d’une comparaison de leurs profils, notamment spectraux42. Cela permet, d’une 

part, d’établir des corrélations entre l’activité d’un extrait et les métabolites qui le composent, et, 

d’autre part, de détecter la présence de composés possédant une structure originale. 

L’ensemble des extraits a été analysé par HPLC-UV-DAD en phase inverse selon un gradient 

linéaire standard allant de 100 % d’eau acide (0,1 % d’acide formique) à 100 % de MeOH en 35 

minutes. A cette occasion, les extraits MeOH nécessitant une filtration sur cartouche SPE de 

polyamide pour éliminer les tanins ont  été repérés. 

 

Après optimisation des conditions de séparation des produits, la quasi-totalité des extraits a 

de nouveau été analysée par HPLC, couplée à des détecteurs UV et de masse en ionisation 

électrospray (ESI). Les données spectrales obtenues ont permis, pour la plupart des extraits, 

d’identifier les classes chimiques des composés majoritaires. 

Le Tableau 14 présente les familles de composés les plus fréquemment retrouvées dans 

chaque type d’extrait (MeOH ou DCM), avec leur structure chimique, leur temps de rétention (tR), leur 

spectre UV, et les fragments observés en masse pour quelques exemples de molécules.  

 

Tableau 14. Classes chimiques identifiées dans chaque type d’extrait 
Pour chaque type d’extrait, les  classes sont présentées des plus aux moins abondantes. 

Le temps de rétention (tR) indiqué est celui des conditions standard (colonne RP-18, 5 µm, 125  4 
mm,  MeOH / H2O + 0,1 % HCOOH : 0/100 → 100/0 en 35 min puis 100/0 pendant 10 min). 

 Classe chimique Exemples de composés tR Spectre UV et masse 

E
x
tr

a
it

s
 M

e
O

H
 

Procyanidines 

 

Epicatéchine-(4β→8)-catéchine 

(91)43,44 

10,9 min 

 

-MS : [M-H]- m/z 577 

-MS2 : [M-H-152]- m/z 425, [M-H-152-

H2O]- m/z 407 
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E
x
tr

a
it

s
 M

e
O

H
 

 

Acides 

phénoliques 

 

Acide gallique (88)45 

5,3 min 

 

-MS : [M-H]- m/z 169 

-MS2 : [M-H-CO2]
- m/z 125 

 

Acide protocatéchique (92)45 

8,0 min 

 

-MS : [M-H]- m/z 153 

-MS2 : [M-H-CO2]
- m/z 109 

Biflavonoïdes 

 

Amentoflavone (49)46-48 

26,3 min 
 

+MS : [M+H]+ m/z 539 

+MS2 : [M+H-C8H6O]+ m/z 421, [M+H-

C8H6O-H2O]+ m/z 403, [M+H-C9H6O3]
+ m/z 

377 

-MS : [M-H]- m/z 537 

-MS2 : [M-H-C9H6O3]
- m/z 375 

Flavanones ou 

dihydro- 

-flavonols45,49-51 

  

Flavanones 

 

Dihydroflavonols 

Entre 

10 min 

et 

25 min 

 

Exemple : 

-MS : [M-H]- m/z 449 

-MS2 : [M-H-H2O]- m/z 431, [M-H-C6H6O3]
- 

m/z 323, [M-H-désoxyhexose]- m/z 303, 

[M-H-désoxyhexose-H2O]- m/z 285, [M-H-

désoxyhexose-galloyl]- m/z 151 
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E
x
tr

a
it

s
 M

e
O

H
 

Flavonols 

 

Flavonols45,49,51 

Entre 

15 min et 

25 min  

Exemple :  

-MS : [M-H]- m/z 447 

-MS2 : [M-H-C4H8O4]
- m/z 327, [M-H- 

désoxyhexose]- m/z 301, [M-H-hexose]- 

m/z 285 

Dérivés du 

benzaldéhyde  

3,4-dihydroxybenzaldéhyde 

(93)45 

6,5 min 

 

-MS : [M-H]- m/z 137 

E
x
tr

a
it

s
 D

C
M

 (
s
u

rt
o

u
t)

 

Coumarines 

 

Coumarines de type 

mammea52,53 

Entre 

25 min 

et 

40 min  

Exemple : 

+MS : [M+H]+ m/z 341 

+MS2 : [M+H-C4H8]
+ m/z 285  

Xanthones 

 

Xanthones45,54,55 

Entre 

20 min et 

35 min 
 

Exemple : 

+MS : [M+H]+ m/z 379 

+MS2 : [M+H-H2O]+ m/z 361, [M+H-

C3H6]
+ m/z 337, [M+H-C4H8]

+ m/z 323, 

[M+H-C4H6O]+ m/z 309 
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E
x
tr

a
it

s
 D

C
M

 (
s
u

rt
o

u
t)

 

Acyl- 

-phloroglucinols 

polyprénylés 
 

PPAPs56-58 

Entre 

30 min 

et 

40 min 

 

Exemple (profil UV I) :  

+MS : [M+H]+ m/z 562 

+MS2 : [M+H-H2O]+ m/z 545, [M+H-

C4H8]
+ m/z 507, [M+H-C5H8]

+ m/z 495 

-MS : [M-H]- m/z 561 

 

Exemple (profil UV II) : 

+MS : [M+H]+ m/z 579 

+MS2 : [M+H-H2O]+ m/z 561, [M+H-

C10H16]
+ m/z 443, [M+H-C10H16-H2O]+ m/z 

425, [M+H-C10H16-2H2O]+ m/z 407 

Chromanones 

acides 

 

Pyranochromanones acides59,60 

Entre 

30 min 

et 

40 min 
 

Exemple : 

-MS : [M-H]- m/z 387 

-MS2 : [M-H-CO2]
- m/z 343, [M-H- 

C6H10O2]
- m/z 273 

Non déterminé au vu des données disponibles 

Entre 

20 min 

et 

35 min 

 

Exemple (profil UV III) :  

+MS : [2M+Na]+ m/z 715, [M+H]+ m/z 

347 

+MS2 : [M+H-C3H8O]+ m/z 287, [M+H-

98]+ m/z 249 

 



Chapitre II : Sélection d’extraits riches en métabolites d’intérêt 

 

Caroline ROUGER | Activité pharmacologique de dérivés polyphénoliques isolés de Clusiaceae et de Calophyllaceae 

malaisiennes : effets régulateurs sur des marqueurs endothéliaux de l’inflammation et de l’immunité   79 

Dans les extraits MeOH, les acides phénoliques sont les premiers composés élués, avec les 

dérivés du benzaldéhyde. Les composés retrouvés ici et appartenant à ces deux groupes sont en effet 

très polaires et présentent une faible masse molaire, inférieure à 200 g/mol. La fonction acide des 

acides phénoliques permet de les identifier facilement sur les spectres de masse MS2 en mode 

négatif, avec la perte systématique d’un groupement CO2 (44 Da). Les spectres UV et de masse de 

deux acides omniprésents indiquent qu’il s’agit des acides protocatéchique (92, tR 8,0 min) et 

gallique (88, tR 5,3 min). De même, les données spectrales du 3,4-dihydroxybenzaldéhyde (93), élué 

à 6,5 min, ont permis de l’identifier en comparaison avec la littérature45. 

Dans la zone d’élution des tanins (tR 10 min à 25 min), on distingue les dérivés dimériques de 

flavan-3-ol, qui présentent un maximum d’absorption à 280 nm sur leur spectre UV44. Ces 

procyanidines peuvent être de type B ou A selon qu’une seule liaison (C4-C8 ou C4-C6) ou deux (C2-O7 

additionnelle) unissent les deux unités flavaniques, et peuvent donc être différentiées par leur 

masse43. Les composés présents dans les extraits analysés sont essentiellement de type B, avec une 

masse molaire (MM) de 578 g/mol [e.g. épicatéchine-(4β→8)-catéchine (91)]. La fragmentation 

observée en masse est un effet caractéristique des procyanidines du groupe B, avec une perte de 152 

Da en mode négatif, suivie d’une perte d’eau (18 Da)44. 

Les autres principaux métabolites de ces extraits polaires sont des flavonoïdes. Parmi eux, on 

distingue des flavanones ou des dihydroflavonols, dont le spectre UV se caractérise par un maximum 

entre 270 et 295 nm et une inflexion entre 300 et 360 nm45. Sur leur spectre de masse, on peut 

observer des pertes particulières de neutres indiquant que les flavonoïdes sont glycosylés, comme 

dans l’exemple du Tableau 14, qui montre une perte de 146 Da (désoxyhexose) suivie d’une perte 

de 152 Da (galloyl) en mode -MS2, signes de la présence d’une unité galloyl-glucoside. Dans cet 

exemple, l’ion à m/z 151 est en outre caractéristique de la fragmentation de l’aglycone49,51. 

Une autre série de flavonoïdes retrouvée est celle des flavonols, dont le spectre UV présente 

deux bandes d’absorption majeures, l’une entre 355 et 375 nm variant selon le degré d’oxydation du 

cycle B,  et l’autre entre 250 et 285 nm45. Comme pour les séries précédentes, les molécules sont 

souvent glycosylées, comme l’indiquent les pertes de masse de 120 Da (C4H8O4), 146 Da 

(désoxyhexose) et 162 Da (hexose) de l’exemple présenté. 

La catégorie de flavonoïdes la plus importante quantitativement dans les extraits est celle des 

biflavonoïdes. En spectroscopie UV, ils absorbent autour de 270 nm, ainsi que vers 330 nm sous la 

forme d’un plateau45,46. Fréquemment retrouvée, l’amentoflavone (49, tR 26,3 min) est ionisée en 

modes positif et négatif, donnant les ions pseudo-moléculaires [M+H]+ à m/z 539 et [M-H]- à m/z 

537. En mode positif, le clivage du cycle C de la seconde unité flavone conduit à l’ion à m/z 421, qui 

après perte d’une molécule d’eau (18 Da) fournit l’ion à m/z 403. Une autre voie de fragmentation 

fait également apparaître un ion à m/z 37746. Cette fragmentation se produit aussi en mode négatif, 

faisant apparaître un fragment [M-H-C9H6O3]
- à m/z 37547. 
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La majeure partie des extraits DCM se compose essentiellement de coumarines de type 

mammea (4-alkyl ou 4-phénylcoumarines) et/ou de xanthones. Les premières présentent un spectre 

UV caractérisé par des bandes d’absorption autour de 220-230, 280-290 et 330-370 nm61, tandis que 

les xanthones montrent 4 à 5 maxima d’absorption entre 220 et 390 nm, souvent d’intensités 

décroissantes45. Les fragments observés en spectrométrie de masse peuvent permettent de repérer 

les groupements prényles (56 Da), acyles, ainsi que les cyclisations (e.g. pyrane) présents sur les 

coumarines de type mammea52. Les xanthones prénylées s’identifient également par la perte de 

neutres de 42 Da (C3H6) ou de 56 Da (C4H8) comme dans l’exemple du Tableau 1455. 

Des composés de masses assez élevées, comprises entre 440 et 600 g/mol, et perdant des 

unités prényle (C5H8) ou géranyle (C10H16) en mode tandem (+MS2)58, ont été identifiés comme des 

acylphloroglucinols polyprénylés. Leur spectre UV est variable : certains composés présentent un 

profil (intitulé « profil UV I ») exhibant des bandes d’absorption à 245 et 290 nm, typiques d’un 

chromophore de type 1,3-dicétone aromatique62, et décrites pour quelques benzophénones 

polyprénylées isolées des genres Clusia56 et Garcinia62 ; d’autres montrent une seule bande 

d’absorption vers 275 nm (profil UV II), révélant des acylphloroglucinols polyprénylés proches de 

l’hypéricine du millerpertuis63. 

Par ailleurs, quelques extraits DCM renferment des pyranochromanones acides. Leurs 

longueurs d’onde maximales (λmax) d’absorption, à 227, 265, 274, 300, 313 et 364 nm, signalent un 

chromophore de type chromanone-chromène tel qu’on le trouve dans les chromanones acides [e.g. 

acide calopolyanique (68)]59,64. Les analyses HPLC-ESI-MS2 montrent, en mode négatif, une perte 

systématique de 44 Da, caractéristique d’une décarboxylation, ainsi qu’un ion résultant de 

l’élimination d’un groupement alkyle de taille variable (e.g. 114 Da pour un substituant acide 

hexanoïque), correspondant à la chaîne acide latérale attachée au noyau pyranochromanone60. 

Notons enfin l’existence, dans plusieurs extraits apolaires, de composés dont les données 

spectrales UV (profil UV III) et de masse obtenues ne nous ont pas permis d’identifier la classe 

chimique correspondante. Pour ces molécules, les spectres de masse en mode positif indiquent des 

masses molaires comprises entre 270 et 370 g/mol, et la fragmentation MS2 montre des pertes de 28 

Da (CO), de 56 Da (C4H8) ou 42 Da (C3H6) caractéristiques des molécules prénylées, et de 70 Da 

(C4H6O). 

Les triterpènes, composés apolaires pouvant se retrouver dans les extraits DCM, ne sont pas 

évoqués ici en raison de leur indétectabilité en spectrophotométrie UV. 

 

 En suivant cette démarche d’identification par déréplication, nous avons analysé la 

composition de chaque extrait de façon plus détaillée (Tableau 15). On constate ainsi une disparité 

entre les extraits apolaires du genre Mesua d’une part, et ceux du genre Calophyllum d’autre part. En 

effet, les premiers comptent essentiellement des xanthones et des coumarines de type mammea, 
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tandis que les seconds ont une composition plus variable. De plus, les différents échantillons d’une 

même espèce présentent parfois des compositions assez distinctes, à l’instar des lots A et B de C. 

incrassatum d’une part et des lots A et B de C. tetrapterum d’autre part. 

 

 

Tableau 15. Classes chimiques identifiées dans chaque extrait analysé par déréplication 

En gris : extrait analysés uniquement par HPLC-UV-DAD 

Espèce 

Extrait 

(# filtré sur 

cartouche SPE)  

Classes chimiques identifiées 

(de la plus abondante à la moins abondante) 

Calophyllum 

dioscurii 

4579B_DCM PPAPs (profils UV I et II) 

4579B_MeOH# Acides phénoliques, procyanidines 

4579L_DCM PPAPs (profils UV I et II) 

4579L_MeOH 
Acides phénoliques, biflavonoïdes, flavanones ou dihydroflavonols, 

flavonols 

Calophyllum 

ferrugineum 

5552B_DCM PPAPs (profil UV II), coumarines de type mammea 

5552B_MeOH# 
Procyanidines, acides phénoliques, dérivés du benzaldéhyde, flavanones 

ou dihydroflavonols 

5552L_DCM PPAPs (profil UV II), xanthones 

5552L_MeOH Biflavonoïdes, acides phénoliques, procyanidines 

Calophyllum 

ferrugineum var. 

neriifolium 

4955B_DCM PPAPs (profils UV I et II), xanthones 

4955B_MeOH Procyanidines, acides phénoliques 

4955L_DCM Xanthones, PPAPs (profils UV I et II) 

4955L_MeOH 
Biflavonoïdes, acides phénoliques, procyanidines, flavonols, flavanones 

ou dihydroflavonols 

Calophyllum 

incrassatum 

Lo
t 

A
 

4702B_DCM Xanthones, coumarines de type mammea 

4702B_MeOH# 
Acides phénoliques, xanthones, coumarines de type mammea, dérivés 

du benzaldéhyde 

4702L_DCM Xanthones, coumarines de type mammea 

4702L_MeOH# 
Procyanidines, acides phénoliques, flavanones ou dihydroflavonols, 

flavonols, biflavonoïdes 

Lo
t 

B
 

4884B_DCM Indéterminé (profil UV III) 

4884B_MeOH# 
Acides phénoliques, procyanidines, dérivés du benzaldéhyde, 

indéterminé (profil UV III) 

4884L_DCM Indéterminé (profil UV III) 

4884L_MeOH# 
Acides phénoliques, flavanones ou dihydroflavonols, flavonols, 

biflavonoïdes, indéterminé (profil UV III) 

4884F_DCM Coumarines de type mammea, indéterminé (profil UV III) 

4884F_MeOH# 
Acides phénoliques, flavonols, coumarines de type mammea, indéterminé 

(profil UV III) 
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Calophyllum 

tetrapterum 

Lo
t 

A
 

5382B_DCM PPAPs (profil UV I), coumarines de type mammea, xanthones 

5382B_MeOH# Procyanidines, acides phénoliques 

5382L_DCM PPAPs (profils UV I et II), xanthones  

5382L_MeOH# Acides phénoliques, flavonols 
Lo

t 
B

 
5617B_DCM Chromanones acides 

5617B_MeOH# Procyanidines, acides phénoliques, chromanones acides 

5617L_DCM Chromanones acides 

5617L_MeOH Biflavonoïdes, procyanidines, acides phénoliques, flavonols 

Lo
t 

C
 

5707B_DCM PPAPs (profil UV I), xanthones 

5707B_MeOH# Procyanidines, acides phénoliques 

5707L_DCM PPAPs (profils UV I et II) 

5707L_MeOH# Procyanidines, acides phénoliques, flavonols, biflavonoïdes 

Calophyllum 

teysmanii var. 

teysmanii 

4880B_DCM Coumarines de type mammea, xanthones 

4880B_MeOH# 
Procyanidines, acides phénoliques, dérivés du benzaldéhyde, flavonols, 

coumarines de type mammea 

4880L_DCM 
Coumarines de type mammea, PPAPs (profil UV I), indéterminé (profil UV 

III) 

4880L_MeOH# 
Acides phénoliques, flavanones  ou dihydroflavonols, flavonols, 

biflavonoïdes, coumarines, dérivés du benzaldéhyde 

Garcinia dumosa 

5516B_DCM Indéterminé 

5516B_MeOH Flavanones ou dihydroflavonols, procyanidines 

5516L_DCM Indéterminé 

5516L_MeOH Flavanones ou dihydroflavonols, procyanidines 

Mesua assamica 

5442B_DCM Coumarines de type mammea 

5442B_MeOH# Procyanidines 

5442L_DCM Coumarines de type mammea, xanthones 

5442L_MeOH Biflavonoïdes, coumarines de type mammea 

Mesua lepidota 

5436B_DCM Coumarines de type mammea, xanthones 

5436B_MeOH# Acides phénoliques, dérivés du benzaldéhyde 

5436L_DCM Xanthones, coumarines de type mammea 

5436L_MeOH Acides phénoliques, flavonols 

5436F_DCM Coumarines de type mammea 

5436F_MeOH# Acides phénoliques, procyanidines, coumarines de type mammea 

Mesua nuda 

5352B_DCM Coumarines de type mammea, xanthones 

5352B_MeOH# Procyanidines, acides phénoliques, flavanones ou dihydroflavonols 

5352L_DCM Coumarines de type mammea, xanthones 

5352L_MeOH Acides phénoliques, procyanidines, biflavonoïdes 
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4.2. Etude déréplicative des extraits bioactifs 

Le criblage biologique réalisé sur les 56 extraits en a fait particulièrement ressortir 9 comme 

inhibiteurs de l’expression de VCAM-1. Il s’agit d’extraits de Calophyllum tetrapterum (lot A), de 

Mesua assamica et de Mesua nuda. Un extrait de Mesua lepidota s’est également avéré assez actif 

dans l’essai biologique en ELISA cellulaire. En revanche, nous avons vu que les lots B et C de C. 

tetrapterum présentent une activité beaucoup plus faible que le lot A. 

Afin d’analyser qualitativement et quantitativement la composition de ces différents extraits 

bioactifs, et de comparer les profils chromatographiques des lots A, B et C de C. tetrapterum, nous 

détaillons ici l’analyse déréplicative menée sur ces échantillons. 

4.2.1. Extraits de Calophyllum tetrapterum 

La Figure 35 montre les profils chromatographiques des extraits du lot A de Calophyllum 

tetrapterum les plus inhibiteurs de l’expression de VCAM-1, c’est-à-dire les extraits DCM d’écorces et 

DCM et MeOH de feuilles, ainsi que ceux obtenus avec les deux autres lots de plante, de moindre 

activité. Leur comparaison met en évidence la similitude de composition des lots A et C, en particulier 

pour les extraits DCM, riches en acylphloroglucinols polyprénylés. Les 4 extraits DCM possèdent 

d’ailleurs un PPAP dominant commun, présentant un temps de rétention de 36,1 min, des longueurs 

d’onde maximales d’absorption à 245 et 291 nm, et une masse molaire de 562 g/mol. Les extraits 

DCM du lot B sont quand à eux très riches en pyranochromanones acides présentant des spectres UV 

identiques entre eux (λmax 227, 265, 274, 300, 312 et 361 nm). 

Concernant les extraits MeOH de feuilles, on constate, comme précédemment, une 

composition similaire des lots A et C, riches en deux molécules de poids moléculaire assez élevé : 

l’amentoflavone (49, tR 26,3 min), et un autre composé élué à 31,1 min et supposé être aussi un 

biflavonoïde d’après ses données spectrales. L’amentoflavone (49) compose également 

majoritairement l’extrait MeOH du lot B. 
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Figure 35. Chromatogrammes HPLC-UV (méthode 1, détection à 280 nm) des extraits DCM d’écorces, DCM de feuilles, et MeOHa de feuilles 
de Calophyllum tetrapterum (A = lot A, B = lot B, C = lot C), et spectres UV et masses molaires de quelques composés majoritaires

                                              
a Dans un souci de présentation, les chromatogrammes détaillés ici sont ceux des extraits MeOH avant filtration sur cartouche SPE. Les profils obtenus après filtration, 

selon un gradient d’élution différent, sont présentés dans l’Annexe 2. 
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4.2.2. Extraits de Mesua assamica 

Les chromatogrammes des deux extraits de Mesua assamica fortement inhibiteurs de 

l’expression de VCAM-1 sont représentés dans la Figure 36. La composition principale de l’extrait 

DCM de feuilles a aisément été déterminée comme celle de xanthones (e.g. composé de tR 29,3 min) 

associées à des coumarines de type mammea (e.g. composé de tR 34,8 min). 

En revanche, certains composés majoritaires de l’extrait MeOH, qui présentent des maxima 

d’absorption à 220 et 275 nm, n’ont pas été identifiés, les spectres de masses étant difficilement 

interprétables. Parmi les autres métabolites présents, des biflavonoïdes et quelques coumarines de 

type mammea ont été remarqués. 

 

Figure 36. Chromatogrammes HPLC-UV (méthode 1, 280 nm) des extraits DCM et MeOH de 
feuilles de Mesua assamica, et spectres UV et masses molaires des composés majoritaires 

 

4.2.3. Extrait de Mesua lepidota 

L’extrait DCM de fruits de Mesua lepidota est principalement constitué de coumarines de type 

mammea (Figure 37) dont les spectres UV sont originaux, notamment ceux qui présentent des λmax 

aux alentours de 230, 300 et 360 nm. 

 

Figure 37. Chromatogramme HPLC-UV (méthode 1, 280 nm) de l’extrait DCM de fruits de 
Mesua lepidota, et spectres UV et masses molaires des composés majoritaires 
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4.2.4. Extraits de Mesua nuda 

Les extraits DCM de Mesua nuda, bioactifs, contiennent des coumarines présentant des 

spectres UV également atypiques (cf. § 3.2.3) (Figure 38), ainsi que des xanthones. Le produit 

majoritaire de l’extrait DCM de fruits de M. lepidota (Figure 37), élué à 35,3 min, est d’ailleurs l’une 

des molécules prédominantes de l’extrait DCM de feuilles de M. nuda. 

Concernant les extraits MeOH de M. nuda, celui des écorces contient essentiellement des 

procyanidines, des acides phénoliques, et des flavanones ou des dihydroflavonols (Annexe 2). Les 

spectres UV des produits majoritaires de l’extrait MeOH de feuilles sont quant à eux caractéristiques 

d’acides phénoliques (Figure 38). 

 

 

Figure 38. Chromatogrammes HPLC-UV (méthode 1, 280 nm) des extraits d’écorcesa (B) et 
de feuilles (L) de Mesua nuda, et spectres UV et masses molaires de quelques composés 

 

Les profils chromatographiques des autres extraits de Calophyllum, Garcinia et Mesua figurent 

dans l’Annexe 3. 

5. Conclusion 

5.1. Extraits sélectionnés 

Afin de limiter le nombre d’extraits à étudier au cours de cette thèse, en privilégiant ceux 

contenant des composés originaux et potentiellement anti-inflammatoires et immunorégulateurs, 

quatre extraits apolaires ont été sélectionnés parmi ceux présentés précédemment. 

                                              
a Afin de présenter des chromatogrammes obtenus avec la même méthode d’élution, celui de l’extrait MeOH 

d’écorces de M. nuda présenté ici est celui obtenu avant filtration sur cartouche SPE. 
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Le premier extrait choisi est l’extrait DCM de fruits de Mesua lepidota (5436F_DCM). En effet, 

les métabolites secondaires qu’il contient présentent des spectres UV atypiques, supposant la 

présence d’une série de structures chimiques nouvelles. De plus, cet extrait inhibe l’expression de 

VCAM-1, bien que modérément (18 % d’inhibition à 5 µg/mL), ce qui est peut-être lié aux composés 

originaux présents. Enfin, le rendement d’extraction des fruits de M. lepidota par le DCM est 

particulièrement élevé (> 30 %). Ceci garantit l’obtention de plus grandes quantités de produits 

après purification pour l’identification structurale, un critère d’autant plus important que nous ne 

disposons que de petits échantillons (environ 20 g) de chaque partie de plante au début de ce travail 

de thèse. 

L’extrait DCM de feuilles du lot A de Calophyllum tetrapterum (5382L_DCM) est également 

retenu pour une étude phytochimique approfondie. Le criblage biologique montre en effet une très 

bonne activité pour cet extrait, et l’analyse déréplicative indique la présence de PPAPs originaux, dont 

un très majoritaire paraissant facilement isolable pour une élucidation structurale. Le profil des 

spectres UV obtenus est en effet peu décrit dans la littérature relative aux acylphloroglucinols 

polyprénylés. 

 L’extrait DCM de feuilles du lot B de Calophyllum tetrapterum (5617L_DCM) nous semble 

opportun pour l’isolement et l’évaluation biologique de pyranochromanones acides. Bien que l’extrait 

n’inhibe que légèrement l’expression de la protéine VCAM-1, cette classe chimique de polyphénols 

pourrait avoir un effet plus marqué sur d’autres marqueurs endothéliaux de l’inflammation ou de 

l’immunité (cf. chapitre IV). 

Enfin, l’extrait DCM de feuilles de Mesua assamica (5442L_DCM) montre une très bonne 

activité biologique. Sa composition étant variée, un criblage bioguidé peut permettre de cibler le type 

de composés porteur de l’activité. De plus, les coumarines qu’il contient présentent des spectres UV 

classiques de coumarines de type mammea, et l’analyse des fragments obtenus en masse lors de la 

déréplication peut permettre de faire des hypothèses de structures sans isolement préalable des 

composés. 

Ainsi, quatre extraits représentatifs d’une gamme variée de polyphénols polyprénylés sont 

sélectionnés pour une analyse phytochimique plus poussée. Ces polyphénols pourraient présenter un 

intérêt dans la prévention de la dysfonction ou de l’immunogénicité des cellules endothéliales. 

 

Rappelons par ailleurs que chez les sujets diabétiques, les risques d’insuffisance rénale et 

donc de greffe rénale sont accrus. Les produits terminaux de la glycation (AGEs), qui se forment par 

réaction entre des protéines et des sucres, et qui s’accumulent en cas d’hyperglycémie chronique, 

participent au développement d’une dysfonction endothéliale. Aussi, un traitement par des composés 

à la fois anti-inflammatoires, immunosuppresseurs, et anti-AGEs, semblerait particulièrement indiqué 

chez les personnes souffrant de diabète, doublement exposées au risque de rejet de greffe. 
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Afin d’évaluer le potentiel anti-AGEs des quatre extraits végétaux préalablement sélectionnés, 

nous avons mesuré leur effet in vitro sur la formation des produits avancés de la glycation. 

5.2. Effets sur les produits terminaux de la glycation (AGEs) 

5.2.1. Principe du test anti-AGEs 

Certains produits terminaux de la glycation, formés au cours de la réaction de Maillard, sont 

fluorescents (Figure 39). Cette propriété de fluorescence peut donc être utilisée pour la détection 

des AGEs formés in vitro dans des conditions bien définies. 

 

 

Figure 39. Représentation schématique de la formation des AGEs 

 

Sur cette base, le laboratoire SONAS a développé un test chimique visant à évaluer le 

potentiel de certains composés ou extraits à inhiber la formation des AGEs. Il consiste à faire réagir 

une protéine (l’albumine de sérum bovin ou BSA) et un sucre (le ribose) dans des conditions 

physiologiques, puis à quantifier les AGEs formés par mesure de la fluorescence émise65. Afin de 

pallier à des problèmes d’interférences pouvant être causés par la fluorescence intrinsèque de 

certains composés testés, une double mesure est effectuée, correspondant à la quantification de deux 

types d’AGEs formés : ceux de type vesperlysines et ceux de type pentosidine66. Un inhibiteur de la 

formation des AGEs, tel que l’aminoguanidine ici utilisée comme témoin, conduit à une baisse de 

l’intensité du signal de fluorescence (Figure 40). 

 

 

Figure 40. Principe du test anti-AGEs 
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5.2.2. Activités anti-AGEs des quatre extraits sélectionnés 

Les extraits sélectionnés à la suite du criblage biologique et de l’analyse déréplicative, à savoir 

les extraits DCM de feuilles de Calophyllum tetrapterum (lots A et B), de feuilles de Mesua assamica, 

et de fruits de Mesua lepidota, ont été évalués pour leurs propriétés anti-AGEs. Des interférences de 

fluorescence ayant été observées lors de la quantification des AGEs de type vesperlysines, nous 

avons uniquement tenu compte des résultats obtenus sur la formation des AGEs de type pentosidine 

(Tableau 16). 

 

Tableau 16. Activités anti-AGEs des extraits sélectionnés 

Espèce Extrait 
Activité anti-AGEs (AGEs de type 

pentosidine) : CI50 (mg/mL) 

Calophyllum tetrapterum 

Lot A 5382L_DCM > 1,0 

Lot B 5617L_DCM 0,25 

Mesua assamica 5442L_DCM 0,2 

Mesua lepidota 5436F_DCM 0,028 

Témoin positif Aminoguanidine 0,14 ± 0,01 

 

Il ressort de cette étude que l’extrait DCM de fruits de M. lepidota présente une forte activité 

inhibitrice, avec une CI50 5 fois plus faible que celle de l’aminoguanidine. L’extrait de M. assamica a 

une CI50 environ 10 fois plus élevée que celle de l’extrait de M. lepidota, mais qui reste de l’ordre de 

grandeur de celle du témoin aminoguanidine. Il en va de même pour l’extrait du lot B de C. 

tetrapterum, riche en pyranochromanones acides, dont la CI50 est environ deux fois plus élevée que 

celle du témoin. En revanche, l’extrait du lot A ne présente pas d’activité inhibitrice prononcée, sa 

CI50 étant supérieure à 1 mg/mL sur la formation des AGEs de type pentosidine. 

 

 On n’observe donc pas de corrélation directe entre l’effet inhibiteur de la protéine VCAM-1, 

évalué lors du criblage biologique des extraits, et l’activité inhibitrice de la formation des AGEs. 

L’extrait de M. lepidota, riche en coumarines originales, apparaît d’autant plus intéressant à étudier. 

De plus, l’activité observée avec l’extrait de M. assamica suggère que le motif coumarinique de type 

mammea est un pharmacophore d’intérêt pour notre étude. 
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Chapitre III : Etude phytochimique des extraits sélectionnés 

 

 

 

 

 

 

Ce troisième chapitre présente l’étude phytochimique des 4 extraits de Calophyllaceae 

sélectionnés à la suite du criblage biologique anti-inflammatoire et de l’analyse déréplicative. 

Les travaux réalisés sur les fruits de Mesua lepidota seront exposés dans un premier temps, 

comprenant une description botanique du matériel végétal et l’étude phytochimique de l’extrait 

dichlorométhanique. L’élucidation structurale des composés isolés sera détaillée, mettant en évidence 

deux nouveaux types de phénylcoumarines. 

L’analyse des métabolites secondaires présents dans les extraits DCM de feuilles des lots A et 

B de Calophyllum tetrapterum sera ensuite développée, complétant la description botanique des 

feuilles. Nous distinguerons ainsi les acylphloroglucinols polyprénylés, majoritaires dans le lot A, des 

pyranochromanones acides, qui composent principalement l’extrait du lot B. 

Enfin, l’initiation d’un fractionnement bioguidé réalisé sur l’extrait DCM de feuilles de Mesua 

assamica nous amènera, par déréplication, à détailler sa composition en coumarines de type 

mammea. 
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1. Etude phytochimique de l’extrait DCM de fruits de Mesua 

lepidota 

1.1. Matériel végétal 

1.1.1. Description de l’espèce 

L’espèce Mesua lepidota T. Anderson, localement appelée penaga bayan en Malaisie, est un 

arbre glabre élancé, haut d’environ 20 m. Le tronc présente une écorce écailleuse, de couleur brun-

rose sur sa face interne. Les feuilles, coriaces et luisantes, sont opposées, simples et entières. Elles 

sont de forme oblongue-lancéolée, leur base étant aiguë et leur apex acuminé. Elles mesurent 8 à 15 

cm de longueur et 3 à 5 cm de largeur. La nervure principale est proéminente sur les deux faces de la 

feuille, tandis que les nervures secondaires sont imperceptibles. Le pétiole est court, de l’ordre de 5 

mm de longueur. L’inflorescence est une ombelle* terminale ou axillaire divisée en grappes de 1 à 3 

fleurs, et pouvant mesurer jusqu’à 6 cm de long. Les fleurs sont hermaphrodites, accompagnées de 

bractées* appariées, et portées par un pédicelle*. Elles se composent de 4 sépales décussés, arrondis, 

de 5 mm de diamètre, et de 4 pétales resserrés à la base et à l’apex arrondi, blancs ou roses, qui 

mesurent environ 8 mm de diamètre. Le fruit est une capsule sphérique, subligneuse, atteignant 2,5 

cm de diamètre, et associée à un calice également épais et ligneux.1,2 

 Cette espèce croît en Malaisie péninsulaire et sur l’île de Sumatra en Indonésie. Elle se 

retrouve dans les plaines et parfois dans les forêts humides saisonnières.1 

1.1.2. Matériel végétal collecté 

Les écorces de tronc, les feuilles et les fruits de Mesua lepidota (Figure 41) ont été identifiés 

par le botaniste M. Teo Leong Eng et récoltés en juin 2007 dans l’Etat de Johor, au Sud de la Malaisie 

(Figure 42). Un spécimen est déposé à l’herbarium du département de chimie de l’université de 

Malaya, à Kuala Lumpur, sous la référence KL5436. 

 

   

Figure 41. Photographies du tronc, des feuilles et des fruits de Mesua lepidota 

(Source : Marc Litaudon) 

Feuilles Fruits 

Tronc 
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Figure 42. Lieu de récolte des écorces, feuilles et fruits de Mesua lepidota en Malaisie 
(Source de la carte : http://www.sihra.org/) 

1.1.3. Etude botanique des fruits de Mesua lepidota 

L’anatomie de la feuille et du fruit de Mesua lepidota est partiellement décrite dans un 

ouvrage de Vesque3. Afin de comparer anatomiquement les fruits récoltés pour notre étude à cette 

planche descriptive, et de compléter les données y figurant, nous avons entrepris une étude de la 

structure des fruits, avec l’aide du Professeur Isabelle Fourasté de l’université de Toulouse. 

Macroscopiquement, nous pouvons distinguer les 3 couches qui composent cette capsule 

ligneuse (Figure 43) : 

- à la surface externe, qui apparaît abrasée, une zone épicarpique (A) 

- un mésocarpe épais composé de 3 couches de tissus (B, C et D) : 

o une zone fibreuse striée de façon radiale, beige clair (B) 

o une zone brun plus foncé renfermant des morceaux jaune clair (des canaux 

sécréteurs) disposés en amas en section transversale, et en canaux en section 

longitudinale (C) 

o une zone brun-orangé, compacte (D) 

- sur la face interne, une zone endodermique (E) 

 

 

Figure 43. Différentes couches du fruit de Mesua lepidota 
(A : zone épicarpique ; B, C et D : mésocarpe ; E : zone endocarpique) 

H.S. Madek, Lenggor Keluang, Johor
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L’observation microscopique du fruit en section transversale, réalisée sans technique de 

coloration en raison de la friabilité de l’échantillon, ainsi que l’observation de la poudre, permettent 

de décrire plus finement ces différentes couches. 

La zone épicarpique (A) comprend 3 à 4 assises de petites cellules isodiamétriques* à paroi 

fine (Figure 44) dans lesquelles se situent de petites cellules scléreuses* isolées (surtout visibles 

dans la poudre, Figure 45). 

 

Figure 44. Coupe transversale du fruit de Mesua lepidota 

 

Au niveau du mésocarpe, la zone épaisse B renferme des canaux sécréteurs, localisés juste 

sous la zone épicarpique, des cellules allongées à paroi épaissie lisse ici dénommées cellules « en 

pilier », et des cellules scléreuses à paroi régulièrement épaissie et canaliculée* de même longueur 
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que les cellules « en pilier ». La zone C se compose de nombreuses cellules scléreuses à paroi 

fortement épaissie et canaliculée, et de nombreux canaux sécréteurs de large diamètre. La zone D du 

mésocarpe, privée de canaux sécréteurs, contient des cellules parenchymateuses* plus ou moins 

écrasées, ainsi que des cellules scléreuses à paroi fortement épaissie et canaliculée. Enfin, 

l’endocarpe (E) est formé de cellules aplaties. (Figure 44) 

Les éléments essentiellement retrouvés dans la poudre du fruit sont des fragments de 

l’épicarpe (A) constitués de cellules polyédriques et de petites cellules scléreuses, de nombreuses 

cellules « en pilier » entières ou fragmentées ainsi que des cellules scléreuses du mésocarpe, et 

quelques faisceaux vasculaires*. (Figure 45) 

 

 

Figure 45. Poudre du fruit de Mesua lepidota 

 

Ces éléments complètent les schémas succincts décrits dans la littérature3. Une description de 

la feuille de Mesua lepidota T. Anderson est également proposée en Annexe 4. 

La présence de canaux sécréteurs dans différents tissus du mésocarpe du fruit suggère que la 

substance excrétée pourrait être une essence. Nous l’avons vérifié par une extraction de l’huile 

essentielle (HE) et une analyse de sa composition, qui font l’objet de l’Annexe 5. 

 

Comme nous l’avons vu dans le chapitre II, l’extrait des fruits obtenu avec le DCM présente 

une activité inhibitrice modérée sur l’expression de VCAM-1 à la surface des cellules endothéliales. En 

outre, il renferme des coumarines de structure originale au vu des données spectrales obtenues. Afin 

d’identifier les molécules majoritaires de l’extrait, nous avons procédé à leur purification. 

1.2. Purification des phénylcoumarines de l’extrait 

1.2.1. Profil de l’extrait 

Le chromatogramme HPLC-DAD de l’extrait DCM de fruits de M. lepidota montre nettement la 

présence d’un composé majoritaire [94, tR 20,0 min (méthode d’élution 2, cf. partie expérimentale)] 

absorbant à 230, 300 et 360 nm. Celui-ci est accompagné de produits minoritaires. (Figure 46) 
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Figure 46. Profil HPLC (3D plot) de l’extrait DCM de fruits de Mesua lepidota (méthode 2) 

Une analyse du spectre de résonance magnétique nucléaire (RMN) du proton (RMN 1H) réalisé 

sur l’extrait brut confirme la présence très majoritaire d’un composé (Figure 47). Celui-ci se 

caractérise par la présence de 4 groupements méthyles, 2 groupements méthylènes, et 2 protons 

éthyléniques pouvant appartenir à des chaînes prényles. La présence d’un groupement phényle est 

également remarquée avec 5 protons aromatiques situés dans la zone de déplacements chimiques 

(δH) de 7 à 8 ppm. Enfin, ce spectre a la particularité d’afficher un proton extrêmement déblindé (δH 

vers 19 ppm) qui signe la présence, au sein de la molécule, d’un hydroxyle « chélaté » avec un 

carbonyle. 

 

Figure 47. Spectre de RMN du proton de l’extrait DCM de fruits de M. lepidota (5436F_DCM) 
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Quelques signaux de faibles intensités, aux alentours de δH 14-15 ppm, indiquent que des 

composés minoritaires possèdent également des phénols « chélatés » dans leur structure, ceux-ci 

étant beaucoup moins déblindés que dans le composé majoritaire (Figure 47). 

 

L’omniprésence du composé 94 dans l’extrait DCM de fruits de M. lepidota a permis de 

l’identifier directement à partir des spectres de RMN mono- et bidimensionnelle obtenus à partir de ce 

dernier (cf. § 1.3), révélant un squelette original de phénylcoumarine. Afin d’isoler d’autres molécules 

de l’extrait appartenant notamment à la même série chimique (dénommée « lépidotol »), une 

purification des produits minoritaires a été mise en œuvre. 

1.2.2. Fractionnement de l’extrait 

L’extraction des fruits de M. lepidota, au départ réalisée en vue d’effectuer le criblage 

biologique et l’analyse déréplicative du panel d’extraits de Clusiaceae et de Calophyllaceae, avait 

permis d’obtenir 1 g d’extrait à partir de 3 g de matériel végétal. Nous avons ainsi choisi, dans un 

premier temps, de travailler sur cet extrait (Extrait 1) pour isoler les principaux autres constituants 

présents (Figure 48). 

Dans un second temps, une nouvelle extraction sous pression a été réalisée afin de disposer 

d’une plus grande quantité d’extrait à travailler pour l’isolement d’autres composés. Pour cela, nous 

avons engagé la quasi-totalité des fruits restants de notre échantillon de départ, soit 19,3 g. 

L’extraction par le dichlorométhane puis par le méthanol a permis d’obtenir 5,2 g d’extrait DCM et 2,3 

g d’extrait MeOH, soit des rendements de 26,9 % et 11,9 %, semblables a ceux obtenus lors de la 

première extraction (Tableau 12). L’analogie des profils chromatographiques (HPLC-UV-DAD) entre 

les extraits issus des deux extractions a également été vérifiée. L’extrait DCM (Extrait 2) ainsi obtenu 

a fait l’objet d’un fractionnement pour l’identification de molécules plus minoritaires (Figure 48). 
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Figure 48. Schémas de fractionnement des extraits DCM de fruits de M. lepidota et molécules isolées
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a) Fractionnement de l’extrait DCM issu de la 1ère extraction (Extrait 1) 

Deux purifications ont été conduites sur l’extrait de départ, une première visant à isoler le 

second produit majoritaire (95) de l’extrait, et une seconde pour isoler des produits plus minoritaires. 

 Purification du second produit majoritaire de l’extrait 

Le composé 95 étant relativement bien séparé des autres sur le chromatogramme HPLC 

(Figure 49), nous avons choisi de le purifier par chromatographie flash en phase inverse. Le 

lépidotol B (95) a ainsi été obtenu pur dans l’une des fractions (F3), tandis qu’une fraction voisine 

(F2) renfermait en majorité le lépidotol A (94), composé prépondérant dans l’extrait. 

 

 

Figure 49. Profil HPLC-UV (280 nm, méthode 2) de l’extrait 5436F_DCM mettant en 

évidence les deux composés majoritaires, les lépidotols A (94) et B (95) 

 

 Purification d’une autre série de coumarines 

Une chromatographie flash en phase normale, menée sur une plus grande quantité d’extrait, a 

permis de purifier une partie du lépidotol A (94, fraction E). De deux autres fractions issues de la 

même chromatographie flash, les composés 99 et 100 ont pu être isolés après HPLC (semi-) 

préparative. Les lépidotine A (99) et lépidotine B (100) constituent elles aussi une nouvelle série de 

coumarines de type mammea. (Figure 50) 

 

 

23,2 min

20,0 min
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Figure 50. Chromatogramme HPLC-UV (301 nm, méthode 3) de la fraction C de 5436F_DCM 

et composés en ayant été isolés 

 

b) Fractionnement de l’extrait DCM issu de la 2nde extraction (Extrait 2) 

Le second extrait DCM, de 5,2 g, a été en partie fractionné par chromatographie flash en 

phase normale. Après analyse des fractions par HPLC, un fractionnement a été pratiqué sur 3 d’entre 

elles par HPLC semi-préparative, en vue d’isoler d’autres molécules appartenant à la série des 

lépidotols (94 et 95) d’après leur spectre UV, ainsi que des composés d’une autre série de 

coumarines de type mammea. De petites quantités de lépidotols C (96), D (97) et E (98) ont ainsi 

été purifiées de la fraction I’, tandis que les composés déjà connus mammea A/OB (101) et mammea 

A/OC (102) ont été obtenus à partir de la fraction J’ (Figure 51). 
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Figure 51. Chromatogrammes (expansions) HPLC-UV (280 nm, méthode 4) des fractions I’ 

et J’ de 5436F_DCM et composés en ayant été isolés 

 

1.3. Détermination structurale des composés isolés 

La structure des produits isolés a été déterminée grâce aux données de spectrométrie de 

masse, UV, et de résonance magnétique nucléaire mono- et bidimensionnelle. Une hypothèse de 

biosynthèse, mettant en lien plusieurs produits isolés, a également été proposée, appuyée par la 

détermination des configurations absolues des carbones asymétriques. 

1.3.1. Elucidation structurale des phénylcoumarines isolées 

a) Série des lépidotols (94 à 98) 

L’analyse structurale des 5 composés présentant un spectre UV atypique pour des coumarines 

de type mammea4, caractérisé par des λmax aux alentours de 230, 300 et 360 nm, et comprenant le 

produit majoritaire de l’extrait DCM de fruits de M. lepidota, est détaillée ici.   

 

17,5 min 25,3 min

3,9 

min

I’

J’

4,4 min

4,2 

min



Chapitre III : Etude phytochimique des extraits sélectionnés 

 

Caroline ROUGER | Activité pharmacologique de dérivés polyphénoliques isolés de Clusiaceae et de Calophyllaceae 

malaisiennes : effets régulateurs sur des marqueurs endothéliaux de l’inflammation et de l’immunité   108 

 Composé majoritaire de l’extrait : lépidotol A (94) 

Le composé 94 a été isolé sous la forme d’un solide jaune. Son spectre de masse haute 

résolution en électrospray (HRESIMS), en mode d’ionisation positive, montre un ion 

pseudomoléculaire [M+H]+ à m/z 461,2324, indiquant la formule brute C29H32O5. 

Dans le solvant des conditions HPLC (mélange eau acide / méthanol), le spectre UV montre 

des bandes d’absorption à 223 (épaulement), 300 et 363 nm. L’enregistrement dans le MeOH révèle 

quant à lui des λmax à 226, 298 et 392 nm, confirmant un déplacement bathochrome par rapport aux 

bandes d’absorption caractéristiques des coumarines de type mammea (220-230, 280-290 et 330-

370 nm)4. 

Le spectre de RMN 1H (Figure 52) indique la présence d’un hydroxyle fortement chélaté à δH 

18,87 ppm (1H, s, OH-7). Les signaux de 5 protons aromatiques à δH 7,39 (3H, m, H-3’ à H-5’) et 

7,15 ppm (2H, dd, J = 7,9 et 1,4 Hz, H-2’ et H-6’), ainsi que le singulet à δH 5,94 ppm, typique du 

proton d’une α-pyrone (H-3), orientent vers une structure de 4-phénylcoumarine5,6. Ceci est confirmé 

en RMN 13C (Figure 53) par les signaux caractéristiques du phényle monosubstitué à δC 138,5 (C-1’), 

128,8 (C-4’, para), 128,1 (C-3’ et C-5’, meta) et 126,9 (C-2’ et C-6’, ortho), deux atomes de carbone 

éthyléniques à δC 110,8 (C-3) et 157,9 ppm (C-4), et une α-pyrone à δC 158,6 ppm (C-2). 

 

 

Figure 52. Spectre de RMN 1H (zones de δ 0,5-8,5 ppm et 18,6-19,1 ppm) du composé 94 

(300 MHz, CDCl3) 
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Figure 53. Spectre de RMN 13C (δ de 10 à 210 ppm) du composé 94 (125 MHz, CDCl3) 

 

Sur le spectre de masse ESI-MS2 (mode négatif) (Figure 54), l’ion moléculaire [M-H]- donne 

les ions fils [M-H-C5H9]
- à m/z 390 et [M-H-C5H9-C3H7]

- à m/z 347, ce qui suggère la présence de 

groupements prényle (69 Da)7 et isopropyle (43 Da)8 dans la molécule. 

 

 

Figure 54. Spectre de masse (ESI) -MS2 du composé 94 

 

Les signaux caractéristiques de deux chaînes prényles sont observés en RMN 1H, avec deux 

protons vinyliques à δH 4,83 ppm (t, J = 7,5 Hz, H-2’’a et H-2’’b), quatre protons méthyléniques à δH 
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2,64 ppm (m, H-1’’a et H-1’’b) et quatre groupements méthyles à δH 1,61 (6H, s, Me-5’’a et Me-5’’b) 

et 1,55 ppm (6H, s, Me-4’’a et Me-4’’b)9. Sur le spectre HMBC, une corrélation longue distance entre 

le carbone à δC 62,3 ppm et les protons H-1’’a et H-1’’b suggère que les deux chaînes prényles sont 

portées par le même atome de carbone, à savoir C-6. La proximité spatiale déduite du spectre NOESY 

entre les protons des méthyles à δH 1,61 ppm (Me-5’’a et Me-5’’b) et les protons vinyliques à δH 4,83 

ppm (H-2’’a et H-2’’b) indique qu’ils sont en configuration cis les uns par rapport aux autres. (Figure 

55) 

 

 

Figure 55. Expansions des spectres HMBC et NOESY (400 et 500 MHz, CDCl3) du composé 
94 

 

Les spectres de RMN 1H et 13C présentent également les signaux caractéristiques d’une chaîne 

isobutyryle avec deux groupements méthyles à δH 1,31 ppm (6H, d, J = 6,7 Hz, Me-3’’’ et Me-4’’’), un 

proton méthylénique à δH 3,99 ppm (1H, hept, J = 6,7 Hz, H-2’’’) et une cétone à δC 205,2 ppm (C-

1’’’)10. 

D’après leur origine biosynthétique11, les phénylcoumarines de type mammea sont oxygénées 

en positions 5 et 7. L’hydroxyle à δH 18,87 ppm se trouve donc en position 5 ou en position 7, tandis 

que les positions 6 et 8 sont occupées par le motif gem-diprénylé ou la chaîne acyle. Le spectre HMBC 

(Figure 56) montre une corrélation entre l’hydroxyle chélaté et la cétone à δC 205,2 ppm (C-1’’’), ce 

qui suppose que cet hydroxyle et la chaîne acyle sont situés sur des positions voisines. Ainsi, deux 

structures sont possibles à ce stade de l’identification du composé 94 (Figure 57). 

L’hydroxyle chélaté corrèle en outre avec les atomes de carbone à δC 62,3 (C-6), 104,6 (C-8) 

et 200,4 ppm (C-5) (Figure 56), ce qui oriente plutôt vers la structure a de la Figure 57. Celle-ci 

correspond à une 4-phénylcoumarine 6-gem-diprénylée et 8-acylée, présentant un équilibre 

tautomérique déplacé vers la forme β-énol-céto en solution dans CDCl3. 
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Figure 56. Corrélations observées en HMBC pour l’hydroxyle chélaté (400 MHz, CDCl3) 

 

 

Figure 57. Hypothèses a et b de structure du composé 94 et principales corrélations HMBC 

indiquées sur la structure a 

 

Le composé 94 ayant cristallisé sous forme d’aiguilles jaunes dans MeOH-d4, il a pu être 

analysé par diffraction des rayons X, ce qui a permis de valider l’hypothèse structurale a. Sous forme 

cristallisée, la dicétone du composé apparaît cependant sous la forme β-céto-énol (Figure 58). 

Les valeurs de déplacements chimiques de C-4, C-4a et C-7 ont été attribuées d’après les 

corrélations du spectre HMBC. Ainsi, l’observation d’une corrélation longue distance entre le proton à 

δH 5,94 ppm (H-3) et un atome de carbone à δC 107,3 ppm permet de localiser ce dernier en C-4a. 

Les protons H-2’ et H-6’ (δH 7,15 ppm) corrèlent avec l’atome de carbone à 157,9 ppm (C-4), et les 

protons H-1’’a et H-1’’b (δH 2,64 ppm) des chaînes prényles corrèlent avec l’atome de carbone sp2 

déblindé à δC 192,8 ppm (C-7). Enfin, le signal à δC 168,0 ppm a par déduction été attribué à la 

position 8a (Figure 59). 

Les spectres de RMN 1D et 2D du lépidotol A (94) sont répertoriés dans l’Annexe 6. 
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Figure 58. Structure du composé 94 identifiée par cristallographie aux rayons X, et 
équilibre tautomérique de la β-dicétone 

 

 

Figure 59. Expansions du spectre HMBC pour l’attribution des δ de C-4, C-4a et C-7 

 

Le composé 94 ainsi identifié a été nommé lépidotol A, du nom de l’espèce de laquelle il a été 

isolé, Mesua lepidota. Il s’agit de la première 4-phényl-6,6-dialkylcoumarine naturelle mise en 

évidence. On note cependant l’existence d’autres phénylcoumarines diprénylées, telles que le 

calofloride (103), isolé des graines de Calophyllum verticillatum12, et dont la structure présente un 

motif gem-diprénylé en position 8 et un groupement méthylbutyryle en position 6 (Figure 60). 

Par ailleurs, nous pouvons suggérer que le mammea A/BD (ou isomesuol 104) est un 

intermédiaire de synthèse du lépidotol A (94), l’étape manquante consistant en une seconde 

prénylation de la position 6. Ce composé (104) a été isolée de Mammea harmandii10, tandis que son 

isomère, mammea A/AD (ou mesuol 61d), anti-oxydant et immunomodulateur, a été isolé de Mesua 

ferrea13. (Figure 60) 
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Figure 60. Structures des composés structuralement proches du lépidotol A (94) 

 Lépidotol B (95) 

Le produit 95 a été isolé sous la forme de cristaux jaunes, présentant un pouvoir rotatoire 

positif ([α]D

2 1 = + 12) dans le CHCl3 à la concentration c de 0,1 g/100 mL. L’ion pseudomoléculaire [M-

H]- à m/z 473,2312 observé sur le spectre HRESIMS indique la formule brute C30H34O5. La différence 

de 14 Da avec le lépidotol A (94) évoque la présence d’un groupement méthylène supplémentaire sur 

la molécule 95. 

Le spectre UV de 95 présente les mêmes bandes d’absorption que le lépidotol A (94), ce qui 

implique que les deux molécules possèdent le même squelette de coumarine. 

Cependant, les spectres de RMN 1H (Figure 61) et 13C (Annexe 7) de 94 et de 95 se 

distinguent par la présence d’un groupement méthine déblindé [δH 3,81 ppm (sext, J = 7,0 Hz, H-

2’’’) ; δc 43,5 ppm (C-2’’’)], d’un groupement méthylène [δH 1,87 (1H, sext, J = 7,0 Hz, H-

3’’’) et 1,55 ppm (1H, m, H-3’’’) ; δc 27,6 ppm (C-3’’’)], et de deux groupements méthyles [δH 1,00 

ppm, t, J = 7,0 Hz ; δc 11,7 ppm (Me-4’’’), et δH 1,30 ppm, d, J = 7,0 Hz ; δc 17,0 ppm (Me-5’’’)]. Les 

corrélations observées en HMQC, HMBC (Annexe 7) et COSY (Figure 62) entre ces différents 

groupements confirment que le substituant acyle est une chaîne 2-méthylbutyryle. 

Les autres signaux et corrélations observés en RMN étant identiques à ceux du lépidotol A 

(94), on en déduit la structure présentée en Figure 61. Cette nouvelle phénylcoumarine a été 

nommée lépidotol B (95). 
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Figure 61. Structure et spectre de RMN 1H du composé 95, avec expansions sur les signaux 
de la chaîne 2-méthylbutyryle (300 MHz, CDCl3) 

 

 

Figure 62. Expansion du spectre COSY sur les signaux de la chaîne acyle du composé 95 

(500 MHz, CDCl3) 
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 Lépidotol C (96) 

Le composé 96, isolé sous forme de poudre jaune, a pour formule brute C28H30O5 d’après son 

spectre de masse haute HRESI- ([M-H]- à m/z 445,2026). 

 Une comparaison des spectres de RMN 1H et 13C avec ceux des molécules 94 et 95 montre 

que le composé 96 est également une 4-phényl-6,6-dialkylcoumarine, différant des deux autres par 

sa chaîne acyle en position 8. Celle-ci consiste en une 1-propanone caractérisée par les déplacements 

chimiques suivants : δH 3,26 ppm (2H, q, J = 7,2 Hz) ; δc 34,5 ppm (C-2’’’) et δH 1,30 ppm (3H, t, J 

= 7,2 Hz) ; δc 9,1 ppm (C-3’’’) (Figure 63). L’ensemble de la structure, nommée lépidotol C (96), a 

été validé par des expériences de COSY, HMQC et HMBC (Annexe 8). 

 

 

Figure 63. Structure du composé 96 

 Lépidotol D (97) 

La spectrométrie de masse HRESI- montre la présence d’un ion pseudomoléculaire [M-H]- à 

m/z 459,2182 pour le composé 97, correspondant à la formule brute C29H32O5. 

Comme pour les deux molécules précédentes (95 et 96), seule une différence au niveau du 

substituant acyle a été observée sur les spectres de RMN 1H et 13C (Annexe 9) en comparaison avec 

le lépidotol A (94). En effet, c’est une chaîne 1-butanone qui a ici été identifiée en position 8, avec 

les valeurs de déplacements chimiques décrits sur la Figure 64. Ce quatrième nouveau dérivé de 

phénylcoumarine a été nommé lépidotol D (97). 

 

 

Figure 64. Structure du composé 97 et valeurs des déplacements chimiques δ (ppm) 
observés sur les spectres de RMN 1H et 13C pour la chaîne acyle 
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 Lépidotol E (98) 

La formule brute du composé 98, C29H32O6, a été déterminée sur la base de son spectre 

HRESIMS- montrant un ion pseudomoléculaire [M-H]- à 475,2125. Ce composé, isolé sous la forme 

d’une poudre jaune et optiquement actif ([α]D

2 1 = – 6, c 0,05 g/100 mL, CHCl3), présente donc dans sa 

structure un atome d’oxygène de plus que le lépidotol A (94). 

Sur le spectre de RMN 1H, les signaux caractéristiques d’une seule chaîne prényle sont 

présents. On observe également deux protons E-éthyléniques d’un système AB à δH 5,70 (1H, d, J = 

15,9 Hz, H-1’’b) et 5,78 ppm (1H, d, J = 15,9 Hz, H-2’’b) (Figure 65). Sur le spectre HMBC, un 

atome de carbone sp3 à champ faible (δC 70,0 ppm) corrèle avec les protons H-1’’b et H-2’’b, ainsi 

qu’avec deux groupements méthyles à δH 1,31 ppm (6H, m, H-4’’b et H-5’’b), indiquant la présence 

d’une chaîne 3-hydroxy-3-méthylbutényle en position 6. L’étude approfondie des spectres de COSY, 

HMQC et HMBC (Annexe 10) confirment la structure du lépidotol E (98, Figure 66), qui dérive 

probablement du lépidotol A (94) par une époxydation de l’une des chaînes prényles. 

 

 

Figure 65. Signaux de RMN 1H (500 MHz, CDCl3) des chaînes substituant la position 6 du 
composé 98 
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Figure 66. Structure du composé 98 et corrélations HMBC de la chaîne 3-hydroxy-3-

méthylbutényle 

b) Série des lépidotines (99 et 100) 

 Lépidotine A (99) 

Le composé 99, obtenu sous la forme de poudre jaune pâle, présente un pouvoir rotatoire 

positif ([α]D

2 1 = + 3, c 0,1 g/100 mL, CHCl3). L’ion pseudomoléculaire [M+H]+ à m/z 393,1699 présent 

sur son spectre HRESIMS+ indique la formule brute C24H24O5, correspondant à 13 degrés 

d’insaturations ou cycles. 

Le spectre UV montre des bandes d’absorption à 225, 295 et 330 nm, caractéristiques des 

coumarines de type mammea. De plus, les signaux typiques des phénylcoumarines se retrouvent sur 

les spectres de RMN 1H et 13C, à travers un singulet à δH 6,05 ppm (H-3) porté par un atome de 

carbone éthylénique à δc 110,9 ppm (C-3), et les déplacements chimiques d’un groupement phényle 

à δH 7,40 (3H, m, H-3’ à H-5’) et 7,30 ppm (2H, m, H-2’ et H-6’), et δc 128,8 (C-4’), 127,8 (C-3’ et 

C-5’) et 127,5 ppm (C-2’ et C-6’) (Annexe 11). 

Les signaux déblindés à δc 91,5 ppm (C-2’’) et à δH 4,26 ppm (1H, q, J = 6,5 Hz, H-2’’) 

suggèrent une substitution par un atome d’oxygène. Les spectres COSY et HMBC indiquent de plus 

une substitution par un groupement méthyle à δH 1,07 ppm (3H, d, J = 6,6 Hz, Me-4’’) sur C-2’’. Un 

signal également déplacé vers les champs faibles (δc 43,4 ppm) pour l’atome de carbone C-3’’ évoque 

sa proximité avec C-2’’, et il existe une corrélation HMBC entre C-3’’ et les protons H-4’’ du 

groupement méthyle. Des corrélations longues distances permettent aussi d’identifier un groupement 

gem-diméthyle (C-5’’/C-6’’ et C-3’’) adjacent à C-2’’. L’ensemble de ces éléments met ainsi en 

évidence une unité 4,4-diméthyl-5-méthyl-dihydrofurane (Figure 67). Une corrélation apparaissant 

sur le spectre NOESY entre H-2’’ (δH 4,26 ppm) et H-6’’ (δH 1,39 ppm) indique enfin que ces protons 

se trouvent dans le même plan par rapport au cycle dihydrofurane. 

Sur le spectre HMBC, les corrélations d’un hydroxyle chélaté à δH 14,25 ppm avec les atomes 

de carbone à δc 164,8 (C-7), 118,2 (C-6) et 104,1 ppm (C-8) permettent de le positionner sur C-7 

(Figure 68). Par ailleurs, comme pour le lépidotol A (94), les signaux caractéristiques d’une chaîne 

isobutyryle apparaissent sur les spectres de RMN 1H et 13C, à δH 1,29 (3H, d, J = 6,7 Hz, Me-3’’’), 

1,30 (3H, d, J = 6,7 Hz, Me-4’’’), 4,10 ppm (1H, hept, J = 6,7 Hz, H-2’’’) et δc 210,8 ppm (C-1’’’). Par 

déduction, cette chaîne acyle se trouve en position 8, ce qui est en accord avec la localisation du 
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cycle dihydrofurane en C-5/C-6, confirmée par une analyse HMBC resserrée montrant des 

corrélations entre H-2’’ (δH 4,26 ppm) et C-5 (δc 161,2 ppm) et C-6 (δc 118,2 ppm) (Figure 68). 

Cette nouvelle coumarine de type mammea a été appelée lépidotine A (99). 

 

 

Figure 67. Corrélations COSY et HMBC (500 MHz, CDCl3) au niveau du cycle dihydrofurane 

 

Figure 68. Structure du composé 99 et quelques corrélations des spectres HMBC 
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 Lépidotine B (100) 

Le spectre de masse exacte du composé 100, montrant un ion pseudomoléculaire [M+H]+ à 

m/z 407,1857, permet d’établir la formule brute C25H26O5. 

Les profils des spectres UV et de RMN 1H et 13C sont très proches de ceux de la lépidotine A 

(99), ce qui indique une similarité de structure. En revanche, comme nous l’avons observé pour les 

lépidotols A (94) et B (95), la différence de 14 Da entre les deux molécules est due à la présence 

d’un groupement méthylène supplémentaire dans la chaîne acyle, à δH 1,94 (1H, m) et 1,49 ppm 

(1H, m) et δC 27,2 ppm (C-3’’’). Les signaux de cette chaîne acyle étant semblables à ceux observés 

pour le lépidotol B (95), nous en déduisons qu’il s’agit d’un groupement 2-méthylbutyryle. Les 

corrélations 1H-1H et 1H-13C (Annexe 12) permettent d’identifier la structure de la lépidotine B (100, 

Figure 69), sur laquelle le substituant acyle se situe en position 8 de la coumarine, comme 

précédemment. 

La plupart des signaux observés sur les spectres 1H (Figure 69) et 13C apparaissent 

dédoublés, ce qui indique que les deux formes tautomères de la molécule sont présentes en solution 

dans le chloroforme. Pour tenter de favoriser l’une des deux formes, 0,1% d’acide formique ont été 

ajoutés à la solution, mais cela n’a entraîné aucun changement au niveau des spectres de RMN.  

 

 

Figure 69. Structure du composé 100 et expansion de son spectre de RMN 1H (500 MHz, 

CDCl3) au niveau des signaux dédoublés 
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c) Coumarines de type mammea précédemment décrites (101 et 102) 

 Mammea A/OB (101) 

Le composé 101 est identifié comme étant la 5,7-dihydroxy-8-(2-méthylbutyryl)-4-

phénylcoumarine, aussi appelée mammea A/OB, par comparaison avec les données UV et de RMN 1H 

de la littérature14. 

Ce composé (Figure 70) a été obtenu lors d’une étape de synthèse des coumarines de type 

mammea de la série A (4-phénylcoumarines) par Crombie et al.14. Il est ici isolé pour la première fois 

d’une Calophyllaceae, tandis qu’il a récemment été identifié dans une espèce d’Euphorbiaceae15. 

 

 

Figure 70. Structure du composé 101 

 Mammea A/OC (102) 

La 5,7-dihydroxy-8-butyryl-4-phénylcoumarine, ou mammea A/OC (102), est identifiée en 

mélange avec mammea A/OB (101). Les signaux de RMN 1H et 13C caractéristiques d’une chaîne 

butyryle, ainsi que les corrélations homo- et hétéronucléaires (Annexe 13), permettent d’établir la 

structure (Figure 71). Ce composé a déjà été synthétisé16 mais n’a jamais été isolé de source 

naturelle auparavant. 

 

 

Figure 71. Structure du composé 102 

1.3.2. Hypothèse de biosynthèse et détermination des stéréochimies 

Les différents composés isolés des fruits de Mesua lepidota sont répartis en trois séries 

distinctes de phénylcoumarines : des structures acylées en position 8 mais non substituées en 

position 6 (101 et 102), des composés cyclisés en C-5/C-6 (lépidotines 99 et 100), et des 

métabolites dialkylés en position 6 (lépidotols 94 à 98). La présence de substituants communs  sur 

plusieurs structures permet de proposer un schéma de biosynthèse les reliant, et faisant intervenir 

des réactions de C- ou O-prénylations parfois suivies de réarrangements de Claisen et de cyclisations 
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(Figure 72)17,18. Toutes les alkyl- et phénylcoumarines isolées jusqu’à présent et porteuses d’un seul 

centre asymétrique situé au niveau du C-2 d’un groupement 2-méthyl-oxobutyle, soit mammea C/AB, 

C/BB, B/AB, B/BB, A/AB (61b) et A/BB (62b), présentent des pouvoirs rotatoires négatifs19. Par 

ailleurs, une configuration S peut leur est attribuée d’après une synthèse stéréospécifique de (–)-

mammea B/BB20. Nous avons donc affecté une configuration 2’’S à mammea A/OB (101), et 

présupposé une conservation cette dernière pour ses dérivés prénylés, le lépidotol B (95) et la 

lépidotine B (100). 

 

Figure 72. Schéma hypothétique de biosynthèse des composés 94, 95, 98, 99 et 100 avec 

conservation de la stéréochimie 

Réarrangement de Claisen 
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Afin de valider cette hypothèse, les configurations absolues des composés ont été 

déterminées. Pour cela, une mesure des spectres de dichroïsme circulaire électronique (ECD) a tout 

d’abord été réalisée, mais les données pratiques obtenues n’ont pas pu être comparées aux calculs 

théoriques, en raison d’une trop grande flexibilité des molécules. 

Nous avons donc opté pour une autre méthode, qui consiste à comparer les valeurs 

expérimentales et théoriques des pouvoirs rotatoires21,22. Pour cela, la géométrie optimale d’un 

énantiomère (e.g. S) en phase gazeuse a été calculée, puis l’autre énantiomère théorique a été 

généré à partir du premier, en s’assurant que toutes les parties flexibles de la molécule conservent 

les mêmes orientations. Les résultats, reportés dans le Tableau 17, montrent que les valeurs 

théoriques des deux énantiomères sont de même signe, ce qui est dû à la même hélicité du 

groupement phényle, qui domine au niveau de la réponse chirale en phase statique gazeuse. Lorsque 

la valeur expérimentale est négative, nous pouvons l’associer à la plus faible des valeurs de pouvoir 

rotatoire calculées, et de même pour une valeur expérimentale positive qui correspond à la valeur 

théorique la plus élevée23. Ainsi, nous proposons une configuration absolue S pour mammea A/OB 

(101), ainsi que pour le lépidotol B (95) et la lépidotine A (99). 

Ces résultats sont donc en accord avec l’hypothèse de biosynthèse proposée précédemment. 

 

Tableau 17. Pouvoirs rotatoires expérimentaux et théoriques des composés 95, 99 et 101 

Molécule 

Pouvoir rotatoire en degrés.[dm.g/cm3]-1 

[α]D calculé pour la 

configuration R 

[α]D calculé pour la 

configuration S 
[α]D expérimental   

Mammea A/OB (101) 241 236 – 6 

Lépidotol B (95) 10 57 + 12 

Lépidotine A (99) 179 305 + 3 

 

1.4. Conclusion sur l’étude des fruits de Mesua lepidota 

Neuf phénylcoumarines ont été isolées de l’extrait DCM de fruits de Mesua lepidota, dont sept 

appartiennent à des séries chimiques nouvellement décrites, celles des lépidotols et des lépidotines. 

 L’extraction des fruits par le DCM présente un très bon rendement (environ 30%) et fournit 

très majoritairement du lépidotol A (94). Aussi, en parallèle de cette étude, avons-nous comparé les 

profils et rendements d’extraction de ces fruits par les solvants organiques DCM et MeOH à ceux 

obtenus par des solvants « verts », en particulier des solvants eutectiques naturels (natural deep 

eutectic solvents ou NaDES)24 et l’eau subcritique. Cette étude est décrite dans l’Annexe 14. 
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2. Etude phytochimique de l’extrait DCM de feuilles de 

Calophyllum tetrapterum – lot A 

2.1. Matériel végétal 

2.1.1. Description de l’espèce 

L’espèce Calophyllum tetrapterum Miq. (syn. Calophyllum floribundum Hook. f.) est un arbre 

de 3 à 20 m de hauteur. A l’extérieur, l’écorce est blanchâtre à jaunâtre à brunâtre, fissurée ou lisse 

en superficie, tandis que la face interne de l’écorce est rougeâtre. Les tiges sont quadrangulaires à 

plus ou moins arrondies, glabres ou faiblement et transitoirement pubescentes. Les feuilles sont 

coriaces, elliptiques-lancéolées, franchement acuminées à l’apex et aiguës à la base. Elles mesurent 

3,5 à 14 cm de longueur et 1,5 à 6,5 cm de largeur. Elles sont glabres ou légèrement couvertes de 

poils sur la nervure principale à la face inférieure. Sur le dessus, la nervure principale se resserre 

progressivement depuis la base. Les nervures secondaires sont nombreuses et rapprochées, 

généralement apparentes sur les deux faces et en relief. Le pétiole, concave en haut et convexe en 

bas, mesure 0,4 à 1,5 cm de long. L’inflorescence est généralement axillaire (ou terminale) avec 3 à 

11 fleurs, et l’axe mesure 1 à 7,5 cm de long et est glabre ou avec des poils courts à la base. Les 

bractées sont généralement petites et fugaces. Les pédicelles, de 0,5 à 3 cm de long, sont graciles et 

souvent épais. La fleur porte généralement 4 ou 8 tépales*, une paire externe ovale à elliptique de 

2,2-5 mm par 2-4 mm, et des pièces internes en forme d’ellipse ou de langue de 3,5-8,5 mm par 

1,5-3,5 mm. Les étamines sont nombreuses (de 25 à plus de 100) et se composent d’un filament 

allant jusqu’à 4,5 mm de long et d’anthères d’environ 1 mm de long. L’ovaire mesure environ 1 mm  

de long, le style 3,5 mm de long, et le stigmate est légèrement bosselé. Le fruit est ellipsoïde à 

sphérique, de dimensions 6,5-16 mm par 5-12 mm, apiculé ou arrondi à l’apex, et devient grisâtre ou 

brun pâle au séchage. La couche externe du fruit, d’environ 1 mm d’épaisseur, ne se détache 

généralement pas nettement du noyau. Les différentes variétés de C. tetrapterum présentent des 

différences au niveau de la nervation du limbe notamment.25-27 

 Cette espèce croît en Inde, en Thaïlande, au Cambodge, au Vietnam, en Malaisie, à Singapour 

et en Indonésie28. 

2.1.2. Matériel végétal collecté 

Les écorces et feuilles du lot A de Calophyllum tetrapterum (Figure 73) ont été collectées sur 

le territoire de Machang, au Nord-est de la Malaisie péninsulaire (Figure 74), en mars 2007. Un 

échantillon d’herbier, référencé sous le nom KL5382, se trouve à l’herbarium du département de 

chimie de Malaya, à Kuala Lumpur. 
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Figure 73. Photographies du tronc et des feuilles du lot A de Calophyllum tetrapterum 
(Source : Marc Litaudon) 

 

 

Figure 74. Site de collecte des écorces et feuilles du lot A de Calophyllum tetrapterum 
(Source de la carte : http://www.sihra.org/) 

2.1.3. Etude botanique des feuilles de Calophyllum tetrapterum (lot A) 

Comme dans le cas des feuilles et des fruits de Mesua lepidota, l’anatomie des feuilles de 

Calophyllum tetrapterum a été étudiée, en vue d’effectuer une comparaison entre les lots A et B, de 

composition en métabolites secondaires différente. 

Montée dans le réactif carmin vert d’iode, la feuille présente une nervure principale 

proéminente à la face supérieure et convexe à la face inférieure. La nervure principale (Figure 75) 

se caractérise par : 

- un épiderme glabre surmonté d’une cuticule épaisse 

- un système conducteur de type secondaire constitué d’un arc libéro-ligneux principal, 

large et aplati, incluant de petits cristaux d’oxalate de calcium (prismes et macles*) dans 

les rayons médullaires libériens 

- des canaux sécréteurs répartis dans le parenchyme fondamental 

- une zone péricyclique fibreuse 

- des macles et des prismes d’oxalate de calcium présents dans les cellules du parenchyme 

- un épiderme glabre, stomatifère, recouvert d’une cuticule épaisse 

H. S. Ulu Sat Machang, Kelantan

Tronc Feuilles (et fruits) 

http://www.sihra.org/
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Le limbe comprend un mésophylle (partie interne) hétérogène asymétrique, avec une seule 

assise de parenchyme palissadique. 

L’observation du lot A en section transversale montre la présence de 3 canaux sécréteurs à la 

face supérieure de l’arc libéro-ligneux, et la présence très abondante de cristaux d’oxalate de calcium 

(Figure 75). 

 

 

Figure 75. (A) Section transversale de la nervure de la feuille du lot A de Calophyllum 
tetrapterum. (B) Détail de la nervure en section transversale. (C) Détail du parenchyme 

observé en lumière polarisée 

 

L’extrait DCM de feuilles du lot A de Calophyllum tetrapterum a montré une activité inhibitrice 

de l’expression de VCAM-1 assez importante au cours du criblage biologique (cf. chapitre II), et s’est 

révélé riche en dérivés originaux d’acylphloroglucinols polyprénylés. Afin de déterminer plus 

précisément la structure de ces produits majoritaires, et d’identifier les métabolites responsables de 

l’activité biologique observée, des étapes de purifications ainsi qu’une évaluation de l’effet de 

certaines fractions obtenues ont été réalisées. 
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2.2. Purification des composés majoritaires de l’extrait 

2.2.1. Profil de l’extrait  

L’analyse par HPLC-DAD de l’extrait DCM de feuilles du lot A de C. tetrapterum montre la 

présence d’un composé très majoritaire 105 élué après 25,2 min dans les conditions 

chromatographiques optimisées (méthode 5, cf. partie expérimentale) et présentant des maxima 

d’absorbance à 245 et 291 nm en spectrophotométrie UV. Des composés plus minoritaires affichant 

un profil UV semblable au produit 105, ainsi que des xanthones, sont également présents. (Figure 

76) 

 

 

Figure 76. Profil HPLC (3D plot) de l’extrait DCM de feuilles du lot A de Calophyllum 
tetrapterum (méthode 5) 

 

Le spectre de RMN 1H de l’extrait brut indique la présence d’un mélange de composés et ne 

permet pas d’élucider la structure du produit majoritaire. L’extrait a donc été fractionné en vue 

d’isoler ce produit identifié comme un acylphloroglucinol polyprénylé d’après l’analyse déréplicative 

(cf. chapitre II). 

2.2.2. Fractionnement initial 

Une extraction à grande échelle des feuilles a été réalisée à partir de 425 g de matière 

première dans un appareil de type Soxhlet. L’extrait DCM, obtenu avec un rendement de 6,2 %, a été 

analysé par HPLC-UV-DAD afin de vérifier la similitude des compositions de cet extrait et de celui 

obtenu précédemment par l’extraction automatisée sous pression. Un fractionnement par 

chromatographie flash en phase normale a ensuite conduit à l’obtention de 11 fractions (FI à FXI) 

regroupées sur la base des similarités de leurs profils en chromatographie sur couche mince (CCM). 

(Figure 77) 
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Figure 77. Schéma de fractionnement de l’extrait DCM de feuilles du lot A de C. tetrapterum 
et molécules isolées 
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a) Profil chromatographique des fractions obtenues 

Après révélation par la vanilline sulfurique, l’analyse des CCM des fractions obtenues indique 

que les fractions FI à FVII contiennent des triterpènes en quantité importante, ce qui ne pouvait être 

remarqué par une détection UV seule. En outre, d’après une analyse par HPLC-UV-DAD, le PPAP 

majoritaire de l’extrait (105) apparaît comme composant principal des fractions FIII et FIV. La 

fraction FIV ayant une masse très supérieure à FIII, son étude est privilégiée pour isoler ce composé 

d’intérêt. La fraction FVI comporte majoritairement deux composés 111 et 112, bien séparés dans 

les conditions d’analyse et donc aisément isolables pour une identification structurale ; l’analyse 

déréplicative ayant identifié le composé 111 comme une xanthone d’après son spectres UV (λmax 219, 

242, 274, 311 et 349 nm). (Figure 78) 

 

 

Figure 78. Profil HPLC-UV (280 nm, méthode 5) des fractions FIII, FIV et FVI de l’extrait 
5382L_DCM 

b) Evaluation biologique des fractions obtenues 

Les fractions FI à FXI ont été évaluées par le test de criblage en ELISA cellulaire mesurant 

l’expression de la protéine VCAM-1 à la surface des cellules HUVECs (cf. chapitre II) (Figure 79) 
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dans le but d’identifier la ou les fractions contenant les composés responsables de l’activité anti-

inflammatoire de l’extrait. Il apparaît que les 11 fractions ne diminuent pas la viabilité cellulaire en 

comparaison avec le témoin non traité, et présentent une activité comparable entre elles sur 

l’expression de VCAM-1, avec une inhibition de l’ordre de 10 à 20 % à 5 µg/mL et d’environ 40 % à 

50 µg/mL. Ces effets inhibiteurs sont semblables à ceux exercés par l’extrait brut. Ainsi, aucune 

fraction n’apparaît nettement plus inhibitrice que les autres, et nous ne pouvons donc pas isoler les 

composés les plus actifs en suivant une démarche de fractionnement bioguidé. De plus, nous pouvons 

supposer que l’activité anti-inflammatoire soit due au totum de la plante ou à un ou plusieurs 

composés présents dans l’ensemble des fractions obtenues ici.  
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Figure 79. Effet des fractions 5382L_DCM_FI à FXI (0,5, 5 et 50 µg/mL) sur la viabilité et 
sur l’expression de VCAM-1 des cellules HUVECs, après induction par le TNF-α 

 

 Dans le but d’isoler le PPAP majoritaire (105) de l’extrait et quelques autres composés de la 

même série chimique, un fractionnement de la fraction FIV a été effectué dans un premier temps. 
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2.2.3. Fractionnement de la fraction FIV 

a) Composés isolés 

A la suite d’une séparation de la fraction FIV par chromatographie flash en phase normale, un 

important précipité blanc est apparu dans deux sous-fractions (FIV-7 et FIV-8) en présence de 

l’éluant. Une partition solide/liquide a alors permis de l’isoler et de l’identifier comme un triterpène, le 

canophyllol (109). 

La sous-fraction FIV-6, renfermant le PPAP d’intérêt 105, et moins riche en triterpènes que 

les sous-fractions voisines d’après les CCM analytiques conduites, a, quant à elle, été soumise à une 

série de fractionnements (Figure 77) conduisant à la purification de 16 mg de tétraptérone (105). 

De cette même sous-fraction (FIV-6), 200 mg de canophyllol (109) ont également été obtenus, 

indiquant que ce triterpène est prépondérant, et rendant d’autant plus difficile la purification des PPAP 

apolaires présentes simultanément. Par ailleurs, deux stéroïdes ont été conjointement isolés de la 

fraction FIV-6 par CCM préparative : le stigmastérol (82) et le β-sitostérol (110). (Figure 80) 

 

 

Figure 80. PPAP majoritaire de l’extrait et triterpène et stéroïdes isolés de la fraction FIV 

 

Enfin, une HPLC préparative (Figure 81) menée sur des sous-fractions de FIV-6 a permis 

d’isoler un composé appartenant à la même série chimique que la tétraptérone (105) d’après le profil 

de son spectre UV, le PPAP 108, ainsi que la molécule 107. 

 

 

Figure 81. Chromatogramme HPLC-UV (254 nm, méthode 8) de la fraction FIV-6-ER-4 de 

5382L_DCM et composés en ayant été isolés 
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b) Evaluation biologique de la tétraptérone (105), PPAP majoritaire de l’extrait  

La tétraptérone (105), composé absorbant en UV majoritaire de l’extrait DCM de feuilles du 

lot A de C. tetrapterum, a été évaluée pour son effet sur l’expression de VCAM-1 (Tableau 18), par 

la méthode d’ELISA cellulaire (cf. chapitre II). Elle n’est pas cytotoxique sur les cellules HUVECs aux 

concentrations testées (5, 25 et 50 µM), et présente une faible activité inhibitrice (12 % d’inhibition 

de l’expression de VCAM-1) à 50 µM, plus forte concentration évaluée. 

 

Tableau 18. Effet de la tétraptérone (105) (5, 25 et 50 µM) sur la viabilité des cellules 
HUVECs et sur leur expression de VCAM-1 après induction par le TNF-α 

 Molécule  
Inhibition de la viabilité 

cellulaire (%) 
Inhibition de l’expression de 

VCAM-1 induite par le TNF-α (%) 

5 µM 25 µM 50 µM 5 µM 25 µM 50 µM 

 Tétraptérone (105) 0 0 0 0 0 12 

Témoins positifs 
PDTC (200 µM) 10 92 

Glyoxal (4 mM) 20 92 

 

2.2.4. Fractionnement de la fraction FVI 

Par une chromatographie flash suivie de deux chromatographies sur colonne ouverte, les trois 

produits majoritaires de la fraction FVI, à savoir le canophyllol (109), le composé 112 et la 3-

hydroxy-2-méthoxyxanthone (111) ont été purifiés (Figure 82). 

 

 

Figure 82. Chromatogramme HPLC-UV (280 nm, méthode 5) de la fraction FVI-3 de 
5382L_DCM et composés isolés 

2.2.5. Fractionnement de la fraction FIII et acétylation du composé 105 

Des difficultés d’élucidation structurale du PPAP 105 isolé dans la fraction FIV (cf. § 2.3) nous 

ont amenés à tenter de stabiliser sa structure par simple modification chimique. Pour cela, il s’est 

avéré nécessaire d’identifier une fraction contenant suffisamment du produit 105 pour effectuer la 

réaction. Le canophyllol (109) étant le triterpène prépondérant de l’extrait, nous avons choisi 

d’évaluer sa proportion dans chacune des fractions et de définir son temps de rétention par HPLC 

couplée à un détecteur évaporatif à diffusion de lumière (DEDL). Il est apparu que, analysés dans les 
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mêmes conditions HPLC, la tétraptérone (105) [tR 25,2 min (méthode 5, cf. partie expérimentale)] et 

le canophyllol (109) sont élués en même temps (Figure 83), ce qui explique la difficulté à purifier le 

composé 105. 

 

 

Figure 83. Profil HPLC-DEDL et spectre UV du canophyllol (109) (méthode 5) 

 

L’analyse des fractions FI à FXI par HPLC-DEDL a révélé que la fraction III était moins riche 

en canophyllol (109) que les autres, et a donc été soumise à une purification par chromatographie 

flash en phase inverse de manière à isoler les produits 105 et 109. Une réaction d’acétylation a 

ensuite été mise œuvre sur la fraction d’intérêt (FIII-11, 13,8 mg), riche en produits 105 et 109, en 

vue de synthétiser un dérivé acétylé de 105, présentant des signaux mieux définis en RMN. Cette 

réaction chimique permet en outre de modifier la polarité du produit d’intérêt et donc de faciliter sa 

séparation du canophyllol (109). 

La réaction d’acylation, déjà réalisée avec succès sur l’hyperforine (PPAP) isolée du 

millepertuis29, a ici consisté à faire réagir les composants de la fraction FIII-11 avec du chlorure 

d’acétyle en large excès. La solution, initialement limpide et incolore, a progressivement viré au jaune 

puis au brun au cours de la réaction et un solide blanc est apparu à la surface. L’analyse par HPLC-

UV-DAD du produit de la réaction a montré une diminution de la quantité de tétraptérone (105) et la 

formation d’un nouveau produit plus polaire et présentant une λmax d’absorption à 254 nm. Celui-ci a 

donc été isolé par HPLC semi-préparative et identifié comme la tétraptérine (106). Il est apparu que 

le produit synthétisé n’est pas un dérivé acylé comme attendu, mais un dérivé lactonisé. (Figure 84) 
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Figure 84. Conditions réactionnelles et profils HPLC-UV (280 nm, méthode 9) de la fraction 

FIII-11 avant et après réaction d’acétylation 

2.3. Analyse structurale des molécules isolées 

L’analyse structurale des composés isolés a été effectuée à partir des données 

spectroscopiques de masse, UV, de RMN, et éventuellement par cristallographie. 

2.3.1. Elucidation structurale du PPAP majoritaire : la tétraptérone (105) 

a) Détermination des principaux éléments structuraux du composé 105 

Le composé 105 a été isolé sous la forme d’une résine incolore. D’après son spectre de masse 

HRESIMS-, il a pour formule brute C35H45O6 ([M-H]- à m/z 561,3213). 

Analysé dans les conditions HPLC (mélange eau acide / méthanol), le composé 105 présente 

des bandes d’absorption UV à 246 et 291 nm, caractéristiques d’un groupement 1,3-dicétone 

aromatique30. 

L’analyse de la fragmentation en masse en mode positif (ESI-MS2) révèle entre autres des 

pertes de 18, 56 et 68 Da. La perte d’une molécule d’eau indique que la molécule est hydroxylée, 

tandis que les pertes de 56 et 68 Da, correspondant respectivement à un isobutène et à un isoprène, 

signent la présence de chaînes prénylées dans la molécule31. 

Le spectre de RMN 1H enregistré dans le chloroforme deutéré montre la présence de 

nombreux signaux de fortes multiplicités dans la zone de 0,5 à 5,5 ppm. De plus, le signal d’un 

hydroxyle chélaté à 18,5 ppm apparaît dédoublé. Le même phénomène est constaté sur le spectre de 

RMN du 13C, où la plupart des signaux sont dédoublés, révélant une instabilité de la structure 
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probablement due à une tautomérie céto-énolique. Ainsi, pour tenter de figer l’une des formes de la 

molécule, une analyse a été conduite à basse température (273 K) dans CDCl3, ce qui a permis de 

mieux distinguer les signaux sur les spectres de RMN 1H et 13C. Cependant, la solubilité du produit 

étant très réduite, les spectres de RMN bidimensionnelle se sont révélés difficilement interprétables. 

C’est finalement dans le méthanol deutéré associé à 0,1 % d’acide trifluoroacétique que l’analyse a 

pu être approfondie. 

Sur le spectre de RMN 1H (Figure 85), les signaux de 5 protons aromatiques à δH 7,40 (2H, s 

large, H-31 et H-35), 7,16 (2H, m, H-32 et H-34) et 7,13 ppm (1H, m, H-33) suggèrent la présence 

d’un groupement phényle monosubstitué. Deux chaînes prényles s’identifient par la présence de 2 

protons vinyliques [δH 5,16 (1H, m, H-16) et 4,82 ppm (1H, t, J = 6,7 Hz, H-21)], 4 protons 

allyliques [δH 2,52 (2H, m, H-15) et 2,04 ppm (1H, m, H-20)] et 4 groupements méthyles [δH 1,71 

(3H, s, Me-19), 1,70 (3H, d, J = 6,2 Hz, Me-18), 1,64 (3H, s, Me-23) et 1,40 ppm (3H, s, Me-24)]. 

 

Figure 85. Spectre de RMN 1H du composé 105 (500 MHz, MeOH-d4 + 0,1 % TFA) 

 

Le spectre de RMN 13C (Annexe 15) met en évidence les signaux d’une 1,3-dicétone énolisée 

[δC 196,2 (C-1), 117,2 ppm (C-2) et 199,3 (C-3)], d’une cétone non conjuguée [δC 210,2 ppm (C-9)] 

et de 2 atomes de carbone quaternaires [δC 72,6 (C-8) et 61,5 ppm (C-4)]. Ceux-ci s’accompagnent 

d’un autre atome de carbone quaternaire moins déblindé [δC 50,7 ppm (C-7)], d’un méthine [δH 1,43 

ppm (1H, m, H-6) ; δC 49,8 ppm (C-6)] et d’un méthylène [δH 2,26 (1H, m, H-5) et 2,02 ppm (1H, 
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m, H-5) ; δC 38,9 ppm (C-5)], d’après les corrélations observées en HMQC. Ces signaux coïncident 

avec un système bicyclique de type bicyclo[3.3.1]nonane, révélant ainsi une structure de 

phloroglucinol polyprénylé32. 

 Les corrélations HMBC (Annexe 15) permettent de déterminer la position des substituants 

prényles ainsi que de 2 groupements méthyles [δH 1,22 ppm, m ; δC 28,9 ppm (Me-25) et δH 1,16 

ppm, m ; δC 23,8 ppm (Me-26)] autour du noyau bicyclique (Figure 86). La structure obtenue est 

alors incomplète et les corrélations observées en HMBC ne permettent pas de définir ni de placer avec 

certitude les substituants manquants. 

 

Figure 86. Eléments structuraux du composé 105 définis et corrélations HMBC 

b) Elucidation structurale du composé 106 et déduction de la structure 105 

Afin de poursuivre l’élucidation structurale du composé 105, une réaction avec du chlorure 

d’acétyle a été effectuée (cf. § 2.2.5) en vue d’acétyler la fonction énol, et d’obtenir ainsi une 

structure plus stable. Le dérivé 106 synthétisé a été analysé. 

 L’adduit de l’ion moléculaire [2M+Na]+ à m/z 1111, ainsi que l’ion pseudomoléculaire [M+H]+ 

à m/z 545, observés sur le spectre ESIMS basse résolution, indiquent une perte de 18 Da par rapport 

à la structure 105, ce qui correspond au départ d’une molécule d’eau, et non à l’ajout d’un 

groupement acétyle comme attendu. 

 Le spectre UV du produit 106 se distingue de celui du composé 105 par une seule bande 

d’absorption à 254 nm. En outre, le spectre de RMN 1H enregistré dans CDCl3 n’affiche aucun signal 

au-delà de 12 ppm, ce qui indique qu’il n’y a plus d’énol chélaté dans la molécule. 

 L’analyse des spectres de RMN mono- et bidimensionnelle (Annexe 16) permet de construire 

le même squelette bicyclique prénylé que pour le composé 105. 

 Sur le spectre HMBC (Figure 87), une corrélation apparaît entre le proton à δH 4,66 ppm (m, 

H-27) et les atomes de carbone à δC 166,6 (C-1), 64,9 (C-8), 206,0 (C-9), 139,5 (C-30) et 131,6 

ppm (C-31 et C-35), ce qui suggère que le groupement phényle est relié au bicycle, via ce méthine 

(CH-27), au niveau de C-8. Une corrélation supplémentaire entre H-27 et l’atome de carbone à δC 

164,0 ppm (C-29) informe que cette chaîne est estérifiée. 

L’analyse des corrélations homo- et hétéronucléaires met également en évidence la présence 

d’une chaîne latérale de type 2-méthylbutyryle (Figure 88). Par élimination, cette chaîne peut être 

positionnée sur le C-2 du noyau phloroglucinol. 



Chapitre III : Etude phytochimique des extraits sélectionnés 

 

Caroline ROUGER | Activité pharmacologique de dérivés polyphénoliques isolés de Clusiaceae et de Calophyllaceae 

malaisiennes : effets régulateurs sur des marqueurs endothéliaux de l’inflammation et de l’immunité   136 

 

Figure 87. Expansion du spectre HMBC (500 MHz, CDCl3) et structure partielle du composé 
106 

 

 

Figure 88. Expansions des spectres COSY et HMBC sur les signaux de la chaîne 2-
méthylbutyryle du composé 106 (500 MHz, CDCl3) 

 

La masse molaire de 544 g/mol suppose que la molécule 106, appelée tétraptérine, ne 

comporte que 5 atomes d’oxygène, et donc qu’une lactone relie C-1 et C-29 (Figure 89). 
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Figure 89. Structure du composé 106 

 

La structure du composé 105 (Figure 90) peut alors à son tour être déduite de celle de 106, 

sachant qu’un énol chélaté est présent. Aussi, il apparaît que le composé 105, qui comporte une 

fonction acide carboxylique (δC 175,7 ppm), a réagi avec le chlorure d’acétyle en formant 

probablement un anhydride d’acide. La réaction de la fonction alcool de l’énol sur ce dernier (Figure 

90) a conduit à la lactone présente dans la structure de la tétraptérine (106). 

 

 

Figure 90. Structure du composé 105 déduite à partir de sa réaction avec le chlorure 

d’acétyle 
 

Le composé 105, nommé tétraptérone, a été identifié comme un nouvel acylphloroglucinol 

polyprénylé, ne se distinguant de la laxifloranone (113), précédemment isolée d’une espèce du genre 

Marila (Calophyllaceae)33, que par la chaîne acyle en position 2 (Figure 91). La littérature décrit les 

déplacements chimiques de cette dernière dans la pyridine deutérée, nous avons donc aussi 

enregistré les spectres de la tétraptérone (105) dans ce solvant, qui permet une meilleure résolution 

des signaux du spectre 13C par rapport au CDCl3. Les valeurs de δ y sont comparables. Cependant, 

les configurations des carbones asymétriques de la molécule restent encore à déterminer. 

 

Figure 91. Structure de la laxifloranone (113) 
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2.3.2. Elucidation structurale des autres composés isolés 

a) Triterpènes et stéroïdes 

 Canophyllol (109) 

Le composé 109, obtenu sous la forme d’aiguilles blanches, présente un pouvoir rotatoire 

négatif ([α]D

2 1 = – 24, c 0,1 g/100 mL, CHCl3). De plus, les adduits de l’ion moléculaire [M+Na]+ à m/z 

465 et [M+Cl]- à m/z 477 observés sur les spectres de masse indiquent que la masse molaire de la 

molécule est de 442 g/mol. 

L’identification du canophyllol (109) a tout d’abord été réalisée par cristallographie aux 

rayons X (Figure 92). L’analyse a ensuite été complétée par les données de RMN 1H et surtout 13C, 

identiques à celles décrites dans la littérature pour le canophyllol, isolé à plusieurs reprises dans le 

genre Calophyllum34,35. 

 

 

Figure 92. Structure du composé 109 identifiée par cristallographie aux rayons X 

 Stigmastérol (82) et β-sitostérol (110) 

La présence d’un adduit de l’ion moléculaire [M+Na]+ à m/z 435 sur le spectre de masse 

indique que la masse molaire d’un des composés (82) est de 412 g/mol. Des analyses de RMN 1H et 

13C, complétées par des expériences de deuxième dimension, indiquent également la présence d’un 

second composé (110). Le stigmastérol (82) et le β-sitostérol (110) ont été identifiés par 

comparaison des valeurs de déplacements chimiques avec la littérature36,37. Ces stéroïdes ont 

également déjà été isolés d’espèces du genre Calophyllum38,39. 

 

     

Figure 93. Structures des composés 82 et 110 identifiés en mélange 
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b) Xanthone 111 

Le composé 111 a été isolé sous la forme d’une poudre jaune pâle, et son spectre UV 

présente des maxima d’absorption à 219, 242, 274, 311 et 349 nm, caractéristiques des xanthones40. 

Son spectre de masse ESI+ montre un adduit de l’ion moléculaire [M+Na]+ à m/z 265, et ESI- un ion 

pseudomoléculaire [M-H]- à m/z 241, indiquant une masse molaire de 242 g/mol. 

La structure de la 3-hydroxy-2-méthoxyxanthone (111) a été identifiée par comparaison des 

données de RMN avec celles de la littérature41. Cette xanthone simple a précédemment été isolée 

dans une autre espèce de Calophyllum42. 

 

 

Figure 94. Structure du composé 111 

2.4. Conclusion sur l’étude des feuilles du lot A de Calophyllum 
tetrapterum 

Deux acylphloroglucinols polyprénylés ont été isolés dans l’extrait DCM de feuilles du lot A de 

Calophyllum tetrapterum. Parmi eux, le composé majoritaire, appelé tétraptérone (105), est un 

nouveau dérivé, possédant une fonction acide carboxylique, ce qui est peu décrit pour les PPAPs. Sa 

structure a été déterminée via l’hémisynthèse d’un dérivé, la tétraptérine (106). Le PPAP 108 isolé 

est quant à lui en cours d’élucidation structurale. En outre, trois triterpènes et stéroïdes ainsi qu’une 

xanthone connus ont été isolés, accompagnés des composés 107 et 112 donc la structure reste à 

définir. 

L’activité anti-inflammatoire de l’extrait ne semble pas liée au PPAP majoritaire 105. En 

revanche, le canophyllol (109) étant omniprésent dans la plupart des fractions issues du 

fractionnement initial, il se peut qu’il soit responsable de l’activité inhibitrice de l’expression de VCAM-

1, équivalente entre les différentes fractions. Ce triterpène mériterait donc d’être évalué dans le test 

de criblage en ELISA cellulaire mesurant l’expression de VCAM-1. 

 

3. Etude phytochimique de l’extrait DCM de feuilles de 

Calophyllum tetrapterum – lot B 

3.1. Matériel végétal 

Un autre lot de Calophyllum tetrapterum, le lot B, a été sélectionné pour sa composition 

différente en polyphénols par rapport au lot A. Ainsi, pour tenter d’expliquer cette chimiodiversité, le 
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matériel végétal correspondant au lot B a à son tour été analysé. L’anatomie des feuilles a aussi été 

étudiée afin de lever le doute sur une erreur d’identification de l’espèce. 

3.1.1. Matériel végétal collecté 

Les écorces et feuilles du lot B de Calophyllum tetrapterum (Figure 95), espèce décrite 

précédemment (cf. § 2.1.1), ont été récoltées au Nord-ouest de la Malaisie (Figure 96), en janvier 

2009, soit pendant la période de floraison. Un spécimen se trouve à l’herbarium du département de 

chimie de Malaya, à Kuala Lumpur, sous la référence KL5617. 

 

  

Figure 95. Photographies du tronc et des feuilles du lot B de Calophyllum tetrapterum 
(Source : Marc Litaudon) 

 

 

Figure 96. Site de récolte des écorces et feuilles du lot B de Calophyllum tetrapterum 

(Source de la carte : http://www.sihra.org/) 

3.1.2. Etude botanique des feuilles de Calophyllum tetrapterum (lot B) 

L’examen botanique des feuilles des lots A et B de C. tetrapterum ne montre pas de différence 

significative (cf. § 2.1.3). Toutefois, observée en section transversale, la feuille du lot B présente un 

seul canal sécréteur à la face supérieure de l’arc libéro-ligneux (contre 3 pour le lot A), et les cristaux 

se font beaucoup plus rares dans le lot B (Figure 97). 

H. S. Sg. Badak Jitra, Kedah

Feuilles (et fleurs) Tronc 

http://www.sihra.org/
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Ces variations inter-lots peuvent provenir de l’âge de la feuille, d’autant plus que la période de 

collecte est différente pour les deux lots : le lot A a été collecté en mars, pendant la période de 

fructification, plus tardivement que le lot B, collecté en janvier durant la floraison de la plante. 

 

 

Figure 97. (A) Feuille du lot B de Calophyllum tetrapterum en section transversale. (B) 

Détail de la nervure médiane en section transversale 

3.2. Purification des pyranochromanones acides majoritaires de 
l’extrait 

L’analyse déréplicative a montré la présence de pyranochromanones acides dans l’extrait DCM 

de feuilles du lot B de Calophyllum tetrapterum (cf. chapitre II). En vue d’évaluer biologiquement 

l’effet de ce type de polyphénols sur différents marqueurs de l’inflammation et de l’immunité (cf. 

chapitre IV), les composants majeurs de cet extrait ont été isolés et identifiés. 

3.2.1. Profil de l’extrait 

D’après son chromatogramme HPLC-DAD (Figure 98), l’extrait DCM de feuilles du lot B de C. 

tetrapterum se compose essentiellement de produits exhibant des λmax d’absorption UV aux alentours 

de 227, 265, 274, 300, 312 et 361 nm. Parmi eux, les composés 114 et 115, élués respectivement à 

12,9 min et 8,7 min dans les conditions optimisées (méthode 10, cf. partie expérimentale), sont très 

majoritaires. Il s’agit de pyranochromanones acides (cf. chapitre II) aisément purifiables. 
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Figure 98. Profil HPLC (3D plot) de l’extrait DCM de feuilles du lot B de Calophyllum 
tetrapterum (méthode 10) 

3.2.2. Fractionnement initial 

Afin de disposer de plus d’extrait de départ en vue d’une purification des composés, une 

nouvelle extraction automatisée sous pression des feuilles C. tetrapterum (lot B) a été conduite sur 

10,7 g de drogue, aboutissant à 415 mg d’extrait DCM et 1,6 g d’extrait MeOH, soit des rendements 

respectifs de 3,9 % et 14,6 %, similaires à ceux obtenus à plus petite échelle (cf. chapitre II). 

L’extrait DCM a dans un premier temps été fractionné en 23 fractions (F1 à F23) par chromatographie 

flash en phase normale (Figure 99). 

 

 

Figure 99. Schéma de fractionnement de l’extrait DCM de feuilles du lot B de C. tetrapterum 
et molécules isolées 
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a) Profil chromatographique des fractions obtenues 

L’ensemble des fractions obtenues a été analysé par HPLC-UV-DAD, montrant que les 

fractions 5617L_DCM_F10 à F16 sont très riches en pyranochromanones acides. Parmi ces 7 

fractions, 5617L_DCM_F12 se compose essentiellement des molécules majoritaires de l’extrait, 114 

et 115. Ces deux molécules sont également prépondérantes dans les fractions F11 et F13. 

b) Evaluation biologique de la fraction F12 

La fraction F12, concentrée en produits d’intérêt, a été évaluée biologiquement grâce au test 

de criblage anti-inflammatoire (cf. chapitre II). Les résultats (Tableau 19) montrent une inhibition 

de l’expression de VCAM-1 à la surface des cellules HUVECs plus importante qu’avec l’extrait brut (3 

et 11 % d’inhibition à 5 et 50 µg/mL respectivement, cf. chapitre II), ce qui suggère que les 

composés 114 et 115 possèdent un pharmacophore impliqué dans l’activité anti-inflammatoire de 

l’extrait. 

 

Tableau 19. Effet de la fraction 5617L_DCM_F12 (0,5, 5 et 50 µg/mL) sur la viabilité des 

cellules HUVECs et sur leur expression de VCAM-1 après induction par le TNF-α 

 Produit testé 

Inhibition de la viabilité 

cellulaire (%) 

Inhibition de l’expression de 

VCAM-1 induite par le TNF-α (%) 

0,5 µg/mL 5 µg/mL 50 µg/mL 0,5 µg/mL 5 µg/mL 50 µg/mL 

 5617L_DCM_F12 0 0 0 23 22 24 

Témoins positifs 
PDTC (200 µM) 0 83 

Glyoxal (4 mM) 19 84 

 

Une purification des composés 114 et 115 à partir de la fraction F12 a donc été envisagée. 

 

3.2.3. Fractionnement de la fraction F12 : purification des deux produits 

majoritaires de l’extrait 

Une purification de la fraction 5617L_DCM_F12 par HPLC préparative (Figure 100) a permis 

d’isoler les deux composés majoritaires de l’extrait, à savoir l’acide blancoïque (114) et l’acide 

tétraptérique (115), nouvelle pyranochromanone acide. 
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Figure 100. Chromatogramme HPLC-UV (254 nm, méthode 11) de la fraction F12 de 

5617L_DCM et composés isolés 

 

3.3. Elucidation structurale des pyranochromanones acides isolées 

3.3.1. Composé majoritaire de l’extrait : acide blancoïque (114) 

Le composé 114 a été isolé sous la forme d’une résine jaune verdâtre. Les ions 

pseudomoléculaires [M+H]+ à m/z 417 et [M-H]- à m/z 415, observés sur les spectres de masse 

basse résolution, révèlent une masse molaire de 416 g/mol. 

Le spectre UV observé lors de l’analyse HPLC montre des bandes d’absorption à 227, 265, 

274, 300, 313 et 363 nm, ce qui suggère la présence d’un noyau pyranochromanone43. 

Sur le spectre de RMN 1H (Figure 101), les signaux caractéristiques d’un cycle 2,2-

diméthylchromène apparaissent sous la forme de 2 doublets à δH 6,60 (1H, H-6) et 5,46 ppm (1H, H-

7), présentant chacun une constante de couplage de 10,0 Hz, typique de deux protons cis 

éthyléniques. En outre, deux protons apparaissant sous la forme de quadruplets dédoublés à δH 4,13 

(1H, dq, J = 13,2 et 6,2 Hz, H-2) et 2,52 ppm (1H, dq, J = 13,2 et 7,0 Hz, H-3) indiquent la présence 

d’un motif 2,3-diméthylchromanone. La valeur de 13,2 Hz pour leur constante de couplage commune 

révèle une conformation trans pour H-2 et H-3. La présence d’un hydroxyle chélaté à δH 12,48 ppm 

et d’un acide carboxylique à δC 179,0 ppm sur le spectre de RMN 13C sont également en faveur d’une 

structure de pyranochromanone acide.43,44 

 

11,3 min

8,7 min
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Figure 101. Spectre de RMN 1H du composé 114 (300 MHz, CDCl3) 

 

En spectrométrie de masse en mode ESI-MS2, la perte de 142 Da ([M-H-C8H14O2]
- à m/z 273) 

suggère qu’un acide octanoïque substitue le noyau pyranochromanone. Les corrélations observées en 

HMBC confirment la nature de cette chaîne acide.   

Deux structures peuvent donc être proposées à ce stade de l’étude : l’une linéaire (a), et 

l’autre angulaire (b) (Figure 102). Les corrélations observées sur le spectre HMBC ainsi que les 

valeurs de déplacements chimiques 1H et 13C comparées à la littérature indiquent qu’il s’agit de l’acide 

blancoïque, linéaire a45. L’hydroxyle chélaté est en particulier déblindé à δH 12,48 ppm, alors qu’il 

serait aux alentours de 12,70 ppm dans la forme angulaire43. 

 L’acide blancoïque a été isolé plusieurs fois dans des espèces du genre Calophyllum43,45. 

 

 

Figure 102. Structures possibles pour le composé 114 et corrélations HMBC permettant de 
valider la structure a 
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3.3.2. Acide tétraptérique (115) 

Le composé 115, isolé sous la forme d’une résine jaune verdâtre, présente la formule brute 

C23H30O6 d’après l’ion pseudomoléculaire [M+H]+ à m/z 403,2118 observé sur son spectre HRESIMS+. 

La différence de 14 Da avec l’acide blancoïque (114) suggère que le produit 115 possède un 

groupement méthylène de moins que ce dernier. 

Le profil spectral UV de 115 est identique à celui de 114, ce qui indique qu’ils présentent les 

mêmes chromophores, i.e. ceux d’une pyranochromanone acide. 

Au niveau des spectres de RMN 1H (Figure 103) et 13C (Annexe 17), les signaux 

caractérisant un noyau de pyranochromanone acide sont retrouvés. La différence avec le composé 

114 réside dans la présence de deux groupements méthines [δH 3,44 ppm (td, J = 10,1 et 5,2 Hz, H-

13) ; δC 36,0 ppm (C-13), et δH 1,83 ppm (m, H-16) ; δC 37,1 ppm (C-16)], de deux groupements 

méthylènes dont un déblindé [δH 2,90 (1H, dd, J = 14,6 et 10,1 Hz, H-14) et 2,70 ppm (1H, dd, J = 

14,6 et 5,2 Hz, H-14) ; δC 36,2 ppm (C-14), et δH 1,61 (1H, m, H-17) et 1,13 ppm (1H, m, H-17) ; δC 

26,9 ppm (C-17)] et de deux groupements méthyles [δH 0,90 ppm (t, J = 7,4 Hz, H-18) ; δC 11,0 

ppm (C-18), et δH 0,69 ppm (d, J = 6,7 Hz, H-19) ; δC 17,0 ppm (C-19)]. Des expériences de COSY, 

HMQC et HMBC (Figure 104 & Annexe 17) révèlent que ces groupements sont ceux d’un acide 4-

méthylhexanoïque substitué en position 3. 

  

 

Figure 103. Structure et spectre de RMN 1H (expansion) du composé 115 (300 MHz, CDCl3) 
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Figure 104. Expansions des spectres COSY et HMBC sur les signaux de la chaîne acide du 

composé 115 (500 MHz, CDCl3) 

 

Le composé 115 présente donc une structure similaire à celle de l’acide blancoïque par sa 

forme linéaire et la conformation trans des protons H-2 et H-3 (Figure 103). Ce nouveau composé, 

se distinguant d’autres pyranochromanones acides de même masse connues46 par sa chaîne acide 

méthylée, a été appelé acide tétraptérique, du nom de l’espèce de laquelle il a été isolé. La 

configuration absolue des deux centres asymétriques (C-13 et C-16) reste cependant à déterminer. 

 

3.4. Conclusion sur l’étude des feuilles du lot B de Calophyllum 
tetrapterum et comparaison avec le lot A 

Les deux pyranochromanones acides majeures de l’extrait DCM de feuilles du lot B de 

Calophyllum tetrapterum ont été isolées : l’acide blancoïque (114) d’une part, en quantité 

suffisamment importante pour évaluer ses effets biologiques (cf. chapitre IV), et l’acide tétraptérique 

(115) d’autre part, dont la structure est nouvelle. 
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Aucune coumarine de type mammea n’a été détectée dans les deux lots de Calophyllum 

tetrapterum. En revanche, des composés polyphénoliques acides ont été isolés dans les deux lots, A 

et B. Une origine biosynthétique commune pour les pyranochromanones acides et les PPAPs isolées 

est donc probable, comme cela est proposé dans la Figure 105. 

Eu égard à cette hypothèse, nous pourrions approfondir l’étude phytochimique de Calophyllum 

tetrapterum, en recherchant des composés de type pyranochromanone acide portant un groupement 

phényle, et de type PPAPs acides substituées par une chaîne alkyle. 

 

 

 

Figure 105. Schéma de biosynthèse proposé pour le PPAP et la pyranochromanone acide 
majoritaires des lots A et B de Calophyllum tetrapterum 
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4. Etude phytochimique de l’extrait DCM de feuilles de Mesua 

assamica 

4.1. Matériel végétal 

4.1.1. Description de l’espèce 

L’espèce Mesua assamica (King & Prain) Kosterm. est un grand arbre glabre dont l’écorce est 

de couleur grise. Elle présente des feuilles entières opposées, coriaces, ovales-lancéolées, acuminées 

à la base et à l’apex. Ces feuilles, dont la face supérieure est parfois brillante, mesurent 8 à 12 cm de 

long et 3,5 à 4,5 cm de large, et leurs nervures sont nombreuses et graciles. Le pétiole est mince, 

long d’environ 1 cm. L’inflorescence consiste en des panicules* terminales et axillaires de 7 à 15 cm 

de long dont les branches sont glabres. Les pédicelles ont une longueur de 5 mm et les rameaux 

portent des bractées à leur base. Les sépales sont au nombre de 4, imbriqués, et mesurent au moins 

4 mm de long, tandis que les 4 pétales, blancs, sont légèrement plus courts et larges. Le fruit, de 2 

cm de diamètre, est globuleux, recouvert d’un épais calice accrescent*, et comporte une seule 

graine.47 

Géographiquement, cette espèce s’étend au Sud de l’Asie, et plus particulièrement en Inde, 

en Birmanie, en Malaisie péninsulaire et à Bornéo.28 

4.1.2. Matériel végétal collecté 

Les écorces et les feuilles de Mesua assamica (Figure 106) ont été collectées en juillet 2007 

à Gerik, dans l’Etat de Perak au Nord de la Malaisie (Figure 107). Un échantillon d’herbier, référencé 

KL5442, se trouve à l’herbarium du département de chimie de l’université de Malaya, à Kuala 

Lumpur. 

 

  

Figure 106. Photographies du tronc et des feuilles de Mesua assamica 

(Source : Marc Litaudon) 

 

Tronc Feuilles (et fruits) 
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Figure 107. Site de collecte des écorces et feuilles de Mesua assamica en Malaisie 
(Source de la carte : http://www.sihra.org/) 

 

Ayant montré une très bonne activité inhibitrice de l’expression de VCAM-1 au cours du 

criblage biologique (cf. chapitre II), l’extrait DCM de feuilles de Mesua assamica a été sélectionné en 

vue d’initier un criblage bioguidé des métabolites actifs. Une étude déréplicative a également permis 

de décrire la composition des fractions d’extrait d’intérêt.  

4.2. Fractionnement bioguidé initié 

4.2.1. Fractionnement de l’extrait DCM 

Afin de travailler sur une quantité suffisante d’extrait, 10,3 g de feuilles de M. assamica ont de 

nouveau été extraits sous pression, permettant l’obtention de 271 mg d’extrait DCM (2,6 % de 

rendement) et 2,3 g d’extrait MeOH (22,3 % de rendement). 

Un fractionnement de l’extrait DCM a ensuite été réalisé par chromatographie flash en phase 

normale pour conduire à 10 fractions (F1 à F10) (Figure 108). 

 

 

Figure 108. Chromatogramme de la chromatographie flash [280 nm (en violet) et 254 nm 
(en rouge)] réalisée sur l’extrait DCM de feuilles de M. assamica et fractions obtenues 

H.S. Kenderong, Gerik, Perak

http://www.sihra.org/
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4.2.2. Evaluation biologique des fractions 

Le test sur VCAM-1 employant la méthode d’ELISA cellulaire (cf. chapitre II) a été utilisé afin 

d’évaluer l’effet des fractions de l’extrait obtenues. La fraction F2 n’a cependant pas été évaluée dans 

ce test en raison de sa masse trop faible (1,1 mg). 

Le résultat (Tableau 20) indique que les fractions F8 et F10 sont toxiques pour les cellules 

HUVECs à 50 µg/mL, comme l’était l’extrait brut à la même concentration (cf. chapitre II). Les 

fractions les plus inhibitrices de l’expression de VCAM-1 et non cytotoxiques sont F5, F6, F7 et F9. 

Celles-ci inhibent plus de 25 % de l’expression de la protéine à 50 µg/mL, et, comparé à l’extrait brut 

(36 % d’inhibition de VCAM-1), F7 montre une meilleure activité à 5 µg/mL. 

 

Tableau 20. Effet des fractions de 5442L_DCM (0,5, 5 et 50 µg/mL) sur la viabilité des 

cellules HUVECs et sur leur expression de VCAM-1 après induction par le TNF-α 
(En fond jaune : 10 à 24 % d’inhibition ; en fond vert : ≥ 25 % d’inhibition de VCAM-1) 

 Produit testé 

Inhibition de la viabilité 
cellulaire (%) 

Inhibition de l’expression de 
VCAM-1 induite par le TNF-α (%) 

0,5 µg/mL 5 µg/mL 50 µg/mL 0,5 µg/mL 5 µg/mL 50 µg/mL 

Fractions de 

l’extrait DCM de 

feuilles de Mesua 

assamica 

(5442L_DCM) 

F1 0 0 0 10 9 6 

F3 0 0 0 0 0 0 

F4 0 0 0 0 0 0 

F5 0 0 0 2 2 38 

F6 0 0 0 7 11 31 

F7 0 0 0 4 44 41 

F8 0 0 23 3 17 13 

F9 0 0 0 12 5 26 

F10 0 0 52 10 10 89 

Témoins positifs 
PDTC (200 µM) 0 84 

Glyoxal (4 mM) 21 77 

 

Afin d’identifier les principales familles chimiques constituant les fractions cytotoxiques d’une 

part, et anti-inflammatoires vis-à-vis de VCAM-1 d’autre part, une étude déréplicative a été menée. 

4.3. Analyse déréplicative de la composition chimique des fractions 
d’intérêt 

La principale méthode analytique utilisée pour l’identification des familles chimiques présentes 

dans les fractions a été la spectrophotométrie UV après séparation sur HPLC analytique. Les données 

de spectrométrie de masse obtenues à partir du chromatogramme HPLC de l’extrait brut ont 

également permis de décrire certains composés des fractions inhibant l’expression de VCAM-1. 

Seules les données obtenues pour les composés majoritaires sont présentées ici. 
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4.3.1. Composition des fractions cytotoxiques 

L’analyse des chromatogrammes HPLC-UV des fractions F8 et F10 de l’extrait DCM de feuilles 

de Mesua assamica (5442L_DCM) révèle que les composés majoritaires présentent des spectres UV 

typiques de xanthones, avec 4 à 5 bandes d’absorption d’intensités décroissantes40 (Figure 109). Le 

spectre de masse en mode tandem (+MS2) du composé majoritaire de F8, élué à 6,2 min, indique par 

ailleurs une prénylation par la perte de 56 Da (C4H8)
48. 

Ces données suggèrent que des xanthones (cf. chapitre IV) pourraient être responsables de la 

cytotoxicité des fractions et de l’extrait brut à 50 µg/mL. 

 

 

Figure 109. Chromatogrammes HPLC-UV (254 nm, méthode 12) des fractions F8 et F10 de 
l’extrait 5442L_DCM, et structure générale des xanthones 

 

4.3.2. Composition des fractions inhibitrices de l’expression de VCAM-1 

Parmi les produits majoritaires contenus dans les fractions F5, F6, F7 et F9 de Mesua 

assamica, plusieurs composés présentant des spectres UV de xanthones sont, comme précédemment 

indiqué, retrouvés (Annexe 18). Cependant, une majorité de coumarines de type mammea est 
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également détectée, ce qui permet de supposer qu’elles sont responsables des activités anti-

inflammatoires observées.  

Concernant ces dernières, le profil des spectres UV est variable (Annexe 18), et permet de 

distinguer les molécules en fonction de leurs substituants. En effet, les λmax des coumarines de type 

mammea sont différentes selon que le substituant acyle est en position 6 ou 8. De plus, le profil des 

spectres de masse, et en particulier les fragmentations en mode tandem, orientent vers certains 

types de structures. Ainsi, les coumarines non cyclisées perdent une unité de 56 Da, correspondant à 

un groupement prényle, pour former un ion stable, ce qui n’est pas le cas des dérivés cyclisés.49,50 

Le Tableau 21 présente les données des coumarines de type mammea qui ont été identifiées 

dans les fractions bioactives par déréplication. 

 

Tableau 21. Données UV et de masse des composés identifiés par déréplication dans les 

fractions anti-inflammatoires de l’extrait DCM de M. assamica 

Fraction(s) 

de l’extrait 

tR 

(min) 
UV λmax (nm) 

(+)-ESI-

MS m/z 

(+)-ESI-MS2 m/z (par 

ordre décroissant 

d’intensité) 

(-)-ESI-

MS m/z 

Structures 

possibles 

(Figure 110) 

F6 et F9 14,2 230, 280, 350 423 [M+H]+ 
MS2 [423] : 351 (-72), 405 

(-18), 333 (-90), 387 (-36), 

333 (-90) 

421 [M-H]- 66a ou 66b ou 

11650 

F6 17,8 230, 282, 343 393 [M+H]+ 
MS2 [393] : 337 (-56), 319 

(-74) 
391 [M-H]- 61c51 ou 61d14 

F7 18,3 222, 294, 330 431 [M+H]+ 
MS2 [431] : 315 (-116), 371 

(-60), 375 (-56), 389 (-42), 

345 (-86) 

429 [M-H]- 117 ou 11852,53 

F6 20,1 230, 283, 340 407 [M+H]+ 
MS2 [407] : 351 (-56), 333 

(-74) 
405 [M-H]- 61a ou 61b50 

F5 22,8 232, 286, 369 405 [M+H]+ MS2 [405] : 387 (-18), 359 

(-46), 317 (-88) 
403 [M-H]- 65a50 

 

A titre d’exemple, le composé élué à 18,3 min et retrouvé dans la fraction F7 présente une 

bande d’absorption déplacée aux alentours de 290-295 nm, ce qui indique que le substituant acyle se 

trouve en position 850. La fragmentation en masse de l’ion quasi-moléculaire est typique des 

coumarines de type mammea E. En effet, tant en mode positif que négatif, une perte de 60 Da est 

observée (AcOH), ce qui suggère la présence d’un groupement 1-acétoxypropyle en position 4 de la 

coumarine49. Une perte complémentaire de 56 Da ([M+H-AcOH-C4H8]
+ à m/z 315) en mode positif 

indique de plus la présence d’un groupement prényle, qui par déduction substitue la position 6. 

D’après la masse molaire de la molécule (430 g/mol), deux structures sont possibles pour ce 

composé : mammea E/BA (117) et mammea E/BB (118), déjà isolés de source naturelle52. 
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Les données relatives aux autres composés ont été traitées de la même façon et ont permis 

de proposer une ou plusieurs structures, présentées dans la Figure 110. Une comparaison du tR avec 

des standards permettrait de valider les hypothèses formulées. 

 

 
Figure 110. Structures des coumarines de type mammea possibles d’après l’analyse 

déréplicative des fractions bioactives de l’extrait 5442L_DCM 

 

Dans le cas précis des coumarines et des xanthones, une méthode d’identification 

automatisée des métabolites secondaires présents au sein d’un mélange est actuellement en cours 

d’installation au laboratoire SONAS. Celle-ci devrait permettre par la suite de s’intéresser aux 

composés minoritaires des fractions d’intérêt que nous avons mises en évidence. 

4.4. Conclusion sur l’étude des feuilles de Mesua assamica 

L’initiation d’un fractionnement bioguidé sur l’extrait DCM de feuilles de Mesua assamica a mis 

en évidence la présence de xanthones dans les fractions cytotoxiques, et de diverses coumarines de 

type mammea dans les fractions inhibitrices de l’expression de VCAM-1. Le squelette de ces 

coumarines est confirmé comme un pharmacophore d’intérêt dans la recherche de composés 

prévenant la dysfonction endothéliale. 

 

5. Conclusion 

L’étude phytochimique de ces quatre extraits de Mesua et de Calophyllum, précédemment 

sélectionnés pour leur composition originale en métabolites secondaires et pour leur activité 
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inhibitrice de l’expression de la protéine VCAM-1, a permis d’isoler et d’identifier neuf nouveaux  

polyphénols polyprénylés naturels. 

Les fruits de l’espèce Mesua lepidota ont été décrits anatomiquement et se sont avérés riches 

en phénylcoumarines originales, dont le composé majoritaire, le lépidotol A (94), sera également 

décrit pour ses activités anti-inflammatoires et immunomodulatrices au cours du chapitre IV. Des 

coumarines de type mammea ont aussi été retrouvées dans les fractions bioactives de l’extrait DCM 

de feuilles de Mesua assamica, grâce à l’étude déréplicative menée au cours du fractionnement 

bioguidé initié. 

Concernant les feuilles des lots A et B de Calophyllum tetrapterum, l’approche descriptive de 

l’anatomie n’a pas montré de différence significative qui supposerait une erreur d’identification de 

l’espèce. Cette observation est en faveur de la présence de deux chémotypes. Aussi, le PPAP 

majoritaire identifié dans le lot A se distingue par la présence d’une fonction acide carboxylique, ce 

qui caractérise également les pyranochromanones acides retrouvées dans le lot B. Des éléments 

communs dans leur voie de biogénèse peuvent donc être envisagés, tandis que les différences de 

composition peuvent être dues à l’environnement, aux conditions climatiques et à l’âge des feuilles. 
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Chapitre IV : Etude de l’activité anti-inflammatoire et 

immunorégulatrice d’un panel de polyphénols 

 

 

 

 

 

 

Au cours des précédents chapitres, diverses classes de polyphénols ont été mises en évidence 

dans les extraits de Clusiaceae et de Calophyllaceae. Afin de connaître plus précisément celles qui 

présentent un intérêt potentiel dans la prévention des rejets de greffe, une étude de l’activité anti-

inflammatoire et immunorégulatrice a été conduite sur un panel de polyphénols purifiés. 

Ce dernier chapitre présentera tout d’abord l’ensemble des composés d’origine naturelle 

sélectionnés pour cette étude, puis les effets observés sur l’expression induite de la protéine VCAM-1 

par la méthode d’ELISA cellulaire. Une troisième partie mettra en avant l’évaluation de la toxicité des 

molécules d’origine végétale, en vue de choisir une concentration adéquate pour la suite des essais 

biologiques. Enfin, les effets de ces molécules sur une large gamme de marqueurs endothéliaux de 

l’inflammation et de l’immunité évalués par cytométrie en flux seront présentés, suivis d’une 

discussion sur les structures biologiquement actives.  
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1. Sélection d’un panel de polyphénols isolés de Clusiaceae / 

Calophyllaceae 

Travaillant depuis plusieurs années à l’isolement de métabolites secondaires synthétisés par 

les Clusiaceae et les Calophyllaceae, le laboratoire SONAS a pu enrichir sa chimiothèque en divers 

polyphénols polyprénylés. Ces composés sont généralement doués de propriétés antioxydantes1 et 

anti-inflammatoires2,3, et des effets inhibiteurs de molécules d’adhésion telles que VCAM-14,5 ont déjà 

été observés. Les activités immunosuppressives de plusieurs dérivés polyphénoliques ont aussi été 

démontrées, notamment celles du glycyrol (13)6 et de l’isogarcinol (16)7. 

Ainsi, plusieurs polyphénols représentatifs des familles chimiques retrouvées dans les extraits 

de Clusiaceae et de Calophyllaceae (cf. chapitre II) ont été sélectionnés (Figure 111), pour une 

étude de leurs effets sur l’expression de marqueurs endothéliaux de l’inflammation et de l’immunité. 

Tous les produits testés provenaient de la chimiothèque du laboratoire SONAS (responsable : Dr. 

Anne-Marie Le Ray). 

Les résultats présentés dans les chapitres II et III montrent que les coumarines de type 

mammea sont prépondérantes dans plusieurs extraits ou fractions au potentiel anti-inflammatoire. 

Celles-ci semblent donc particulièrement opportunes à étudier, notamment au niveau des relations 

structure-activité. Ainsi a-t-on choisi de comparer l’effet de sept types de coumarines différemment 

substituées. Parmi elles, se trouvent trois phénylcoumarines : mammea A/AA (61a)8, qui porte une 

chaîne acyle en position 6 et une unité prényle sur C-8 ; mammea A/AA cyclo F (66a)8, dont l’unité 

prényle est cyclisée avec l’hydroxyle ; et le lépidotol A (94)9, nouvellement isolé de Mesua lepidota et 

diprénylé en position 6. Présentant un substituant différent en position 4, la propylcoumarine cyclisée 

mammea B/AB cyclo F (119)8 a été choisie, ainsi que deux 1-acétoxypropylcoumarines en mélange, 

le neurophyllol A (120) et le neurophyllol B (121)10 (17 % et 83 % respectivement), qui sont des 

dérivés hydroxylés de mammea E. Outre des coumarines de type mammea, deux coumarines simples 

ont enfin été intégrées au panel : la coumarine (122) et l’ombelliférone (123) uniquement 

hydroxylée en position 7. 

Egalement très retrouvées dans les extraits DCM de Calophyllum et de Mesua, les xanthones 

prénylées sont ici représentées par la caloxanthone C (34c) et la calothwaitesixanthone (124)11, 

cyclisées de façon linéaire pour la première et angulaire pour la seconde. La benzophénone cage 

prénylée qu’est la guttiférone J (125)12 a également été inclue dans les tests biologiques en tant 

qu’acylphloroglucinol polyprénylé (PPAP), tandis que dans la famille des pyranochromanones acides 

figure l’acide blancoïque (114), isolé de Calophyllum tetrapterum au cours de ce travail de thèse. 

Enfin, un biflavonoïde simple, l’amentoflavone (49)13, représente ici les polyphénols extraits 

par le MeOH. 
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Figure 111. Composés sélectionnés pour l’étude des effets sur un panel de marqueurs 

endothéliaux de l’inflammation et de l’immunité 

 

Ce sont donc douze composés répartis dans cinq classes de polyphénols qui ont été 

sélectionnés, en vue d’évaluer leurs effets anti-inflammatoires et immunorégulateurs. 

L’équipe 5 de l’unité INSERM 1064 / CRTI de Nantes (codirection : Dr. Béatrice Charreau) a 

pour objectifs de comprendre les mécanismes initiateurs de la dysfonction endothéliale et d’identifier 

des cibles moléculaires en vue de protéger l’endothélium et le greffon en cas de transplantation 

d’organe.  Pour cela, l’un de ces principaux axes de recherche consiste à étudier le rôle des molécules 

du HLA de classe I non classique, en particulier MICA et HLA-E, qui sont exprimées par les cellules 

endothéliales du greffon. C’est au sein de cette équipe de recherche qu’ont été évalués les effets des 

polyphénols sélectionnés sur des marqueurs membranaires de la dysfonction endothéliale dans un 

premier temps, et des réponses immunes de l’endothélium dans un second temps. 
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2. Evaluation de l’effet anti-inflammatoire des polyphénols 

par ELISA cellulaire 

Tout d’abord, afin d’évaluer l’effet des molécules précitées à la fois sur l’expression de la 

protéine VCAM-1 et sur la viabilité cellulaire, le protocole utilisant la méthode d’ELISA cellulaire 

décrite au chapitre II a été appliqué. Les cellules HUVECs ont été traitées aux concentrations de 0,5, 

5 et 50 µM pour la plupart des composés. En effet, le lépidotol A (94) et l’acide blancoïque (114) ont 

été évalués avant leur purification, à 0,5, 5 et 50 µg/mL, ce qui correspond à environ 1, 10 et 100 µM 

de lépidotol A (94) et à 0,8, 8 et 80 µM d’acide blancoïque (114). Tous les échantillons ont été testés 

en triplicat. (Tableau 22) 

 

Tableau 22. Effet des polyphénols purifiés sur la viabilité des cellules HUVECs et sur leur 
expression de VCAM-1 après induction par le TNF-α 

Les pourcentages d’inhibition de la viabilité cellulaire et de l’expression de VCAM-1 sont calculés par 
rapport aux DO du témoin non traité et du témoin traité par TNF-α, respectivement. (En fond vert : 

25 à 49 % d’inhibition ; en fond rose : ≥ 50 % d’inhibition de VCAM-1. En gras : effet sur la viabilité 
cellulaire affectant le résultat observé sur VCAM-1). 

Famille chimique Composé 

Inhibition de la viabilité 
cellulaire (%) 

Inhibition de l’expression de 
VCAM-1 induite par le TNF-α (%) 

0,5 µM ou 
0,5 µg/mL 

5 µM ou 
5 µg/mL 

50 µM ou 
50 µg/mL 

0,5 µM ou 
0,5 µg/mL 

5 µM ou 
5 µg/mL 

50 µM ou 
50 µg/mL 

Coumarines 

61a 0 0 0 10 14 69 

66a 0 0 0 12 20 29 

94 majoritairea 0 0 25 0 18 52 

119 0 0 0 11 16 27 

120 + 121 0 0 37 0 0 51 

122 0 0 0 0 0 20 

123 0 0 0 0 0 30 

Xanthones 
34c 0 21 61 19 32 91 

124 0 0 63 19 17 31 

Benzophénone 

(PPAP) 
125 0 0 0 16 20 59 

Pyranochromanone 

acide 
114 majoritaireb 0 0 0 23 22 24 

Biflavonoïde 49 0 0 0 5 20 31 

Témoins positifs 

PDTC (200 µM) 3 64 

TEMPOL (2 mM) 0 22 

Glyoxal (4 mM) 31 71 

a Concentrations de 0,5, 5 et 50 µg/mL équivalentes à environ 1, 10 et 100 µM de lépidotol A (94) 
b Concentrations de 0,5, 5 et 50 µg/mL équivalentes à environ 0,8, 8 et 80 µM d’acide blancoïque (114) 
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Il ressort de cet essai que les coumarines présentent une activité anti-inflammatoire plus ou 

moins marquée à 50 µM en fonction de leurs substitutions. La phénylcoumarine non cyclisée 61a 

montre plus de 60 % d’inhibition de la protéine VCAM-1 sans altération de la viabilité cellulaire. En 

revanche, les deux coumarines qui comportent un cycle dihydrofuranique (66a et 119) sont 

beaucoup moins inhibitrices à 50 µM, et d’activités très comparables entre elles. Cet effet pourrait 

être dû à la perte d’un phénol libre, induisant une moindre activité anti-oxydante. Les coumarines 

plus simples 122 et 123 sont quant à elles inactives à 0,5 et 5 µM et modérément inhibitrices à 50 

µM. Les effets observés à 50 µM avec le mélange de neurophyllols (120+121) et à 50 µg/mL avec 

l’extrait riche en lépidotol A (94) ne sont pas interprétables en raison de la toxicité exercée 

parallèlement sur les HUVECs. 

Pour leur part, les xanthones diminuent fortement la viabilité cellulaire à 50 µM, et la 

caloxanthone C (34c), cyclisée de façon linéaire, est même toxique dès 5 µM. Néanmoins, une baisse 

non négligeable (19 %) de l’expression induite de VCAM-1 est observée à 0,5 µM. 

La benzophénone polyprénylée 125 présente ici autant d’intérêt que la coumarine 61a, 

puisqu’elle induit une diminution de l’expression de VCAM-1 du même ordre de grandeur aux trois 

concentrations évaluées, sans diminuer la viabilité des cellules. 

Concernant la fraction riche en acide blancoïque (114), on note une activité inhibitrice 

constante à 0,5, 5 et 50 µg/mL, autour de 23 % d’inhibition. L’effet ne semble donc pas dose-

dépendant. 

Enfin, une relation dose-effet apparaît avec le biflavonoïde 49, dont le potentiel anti-

inflammatoire s’avère similaire à celui des coumarines de type mammea cyclisées (66a et 119). 

 

En définitive, les xanthones apparaissant cytotoxiques, et les activités des deux mammea 

cyclo F (66a et 119) sur VCAM-1 étant semblables, il a été décidé de ne pas poursuivre l’étude de 

l’effet des xanthones 34c et 124 ni de mammea B/AB cyclo F (119) sur les autres marqueurs 

membranaires de l’inflammation et de l’immunité. 

3. Evaluation de la toxicité des polyphénols sur les cellules 

endothéliales 

Afin de choisir une concentration en polyphénols purifiés adéquate pour la suite des 

expérimentations, l’effet sur la viabilité des cellules HUVECs a été évalué à plusieurs concentrations et 

après une période de 48 h, correspondant à la durée maximale d’incubation requise pour les essais 

biologiques. Pour cela, le test de viabilité au MTT a été utilisé, et deux agents immunosuppresseurs 

témoins ont également été évalués de façon à pouvoir comparer leur effet à celui des polyphénols 

végétaux. 
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Chaque polyphénol purifié a été testé à 1, 10 et 100 µM, voire à la concentration 

intermédiaire de 50 µM. Les témoins immunosuppresseurs que sont la ciclosporine (3)14,15 et l’acide 

zolédronique (126)16,17 ont quant à eux été testés uniquement à 10 µM, concentration usuellement 

utilisée en culture cellulaire d’après la littérature. Des dilutions de DMSO équivalentes à celles 

retrouvées dans les solutions de polyphénols à 10 et 100 µM ont été utilisées comme contrôles 

négatifs, tandis qu’une solution de glyoxal à 4 mM a constitué un contrôle positif de cytotoxicité 

(Figure 112). 
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Figure 112. Effet des polyphénols purifiés, de la ciclosporine (3) et de l’acide zolédronique 

(126) sur la viabilité des HUVECs après 48 h d’incubation 
Un contrôle « diluant » (Dil) est utilisé pour les solutions à 10 et à 100 µM (dilutions de DMSO à 

1/1000 et 1/100 – ligne bleue en pointillés, respectivement). Un contrôle non traité (NT) – ligne verte 
en pointillés – ainsi qu’un contrôle de cytotoxicité (Gly pour glyoxal à 4 mM) apparaissent également. 

 

Les résultats (Figure 112) montrent que le solvant (DMSO) dilué au 1/100, comme dans les 

solutions de polyphénols à 100 µM, diminue la viabilité des cellules HUVECs d’environ 25 %. 

Concernant les molécules végétales, seules les coumarines simples 122 et 123 sont atoxiques aux 

trois concentrations évaluées. Les coumarines de type mammea sont toutes toxiques à 100 µM, 

atoxiques à 1 µM, mais leur effet à 10 µM est variable. En effet, les dérivés monoprénylés et non 

cyclisés 61a et 120/121 entraînent une baisse notable (jusqu’à 37 %) de la viabilité cellulaire à 10 

µM, mais s’avèrent cependant moins néfastes que les deux agents immunosuppresseurs témoins (3 

et 126) à la même concentration. Le dérivé cyclo F de mammea A/AA (66a) apparaît comme le 

moins toxique des coumarines de type mammea puisqu’aucun effet n’apparaît avant 10 µM, et la 

viabilité à 100 µM n’est atténuée que de 20 % par rapport au contrôle « diluant » correspondant. Ces 

résultats  suggèrent un « effet protecteur » du cycle formé entre les substituants en C-7 et C-8 des 

coumarines de type mammea, ce qui est accord avec la littérature18. Le composé diprénylé 94 
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abaisse quant à lui nettement la viabilité cellulaire entre 10 et 50 µM. Le pourcentage de cellules 

viables est, en outre, comparable entre des traitements par ce lépidotol A (94) à 50 et à 100 µM. 

La benzophénone 125 n’impacte pas la viabilité des cellules à 1 µM, mais la décroît dès 10 

µM, tout en restant moins toxique que les composés immunosuppresseurs de référence. Par analogie 

avec la coumarine 94, une importante toxicité est notée à 50 et à 100 µM. 

Concernant l’acide blancoïque (114), il n’affecte pas, comme le lépidotol A (94), les cellules à 

1 ni à 10 µM, mais réduit fortement leur viabilité (de 65 %) à 100 µM. 

L’effet du biflavonoïde (49) est enfin comparable à celui de mammea A/AA cyclo F (66a), 

étant non toxique jusqu’à 10 µM et l’étant modérément à 100 µM. 

 

En conséquence, bien que l’ensemble des composés soit inoffensif pour les cellules à 1 µM et 

parfois nuisible à 10 µM, cette dernière concentration semble être un bon compromis entre toxicité et 

effet anti-inflammatoire (cf. partie 2). De plus, l’effet toxique est moins marqué avec les polyphénols 

végétaux qu’avec la ciclosporine (3) et l’acide zolédronique (126) à cette dilution. C’est donc à 10 µM 

que l’ensemble des métabolites polyphénoliques a été testé par la suite. 

4. Evaluation de l’effet des polyphénols sur un panel de 

protéines de l’inflammation et de l’immunité 

A la suite des résultats obtenus sur VCAM-1 en ELISA cellulaire, l’étude des effets des 

polyphénols végétaux sur l’endothélium a été élargie à plusieurs protéines de l’inflammation et de 

l’immunité. Pour cela, nous avons eu recours à la cytométrie en flux. 

4.1. Principe du test par cytométrie en flux 

4.1.1. Principe de la cytométrie en flux 

La cytométrie en flux consiste à analyser des cellules de façon quantitative et 

multiparamétrique. Cette technique permet en effet de recueillir des informations sur la taille et la 

granulosité des cellules, ainsi que sur l’intensité de leur fluorescence. 

Les cellules mises en suspension passent une à une devant un ou plusieurs faisceaux 

lumineux. La lumière diffusée est captée par deux photodiodes, une première dans le prolongement 

du laser (forward scatter, FSC), à faible angle, qui permet de refléter le diamètre cellulaire, et une 

seconde à angle droit (side scatter, SSC) qui permet de refléter la granulosité des cellules. Grâce à 

des lasers d’excitation, lorsque les cellules sont marquées par un ou des fluorochromes, elles 

émettent des signaux de différentes longueurs d’onde qui sont détectés par plusieurs 

photomultiplicateurs (PMT) (Figure 113). Il s’agit alors de comparer le signal émis par les cellules 

marquées au bruit de fond émis par les cellules non marquées (auto-fluorescence) pour rendre 

compte de la quantité de marqueurs présents à la surface des cellules.19 
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Après avoir sélectionné la population à étudier d’après ses caractéristiques morphologiques 

(Figure 113, A), l’intensité de fluorescence émise par un nombre défini d’évènements (nombre de 

cellules analysées) est enregistrée, laquelle est représentée par une répartition en cloche grâce à une 

forte amplification du signal. (Figure 113, B).  

 

La cytométrie en flux est ainsi adaptée pour la quantification simultanée de plusieurs 

marqueurs (multimarquage), bien qu’ici nous l’ayons exclusivement employée en monomarquage 

pour évaluer l’expression de diverses protéines de l’inflammation et de l’immunité. 

 

 

Figure 113. Principe de fonctionnement d’un cytomètre en flux 
(Source : http://www.selectscience.net/flow_cytometry_buying_guide.aspx) 

4.1.2. Comparaison avec la méthode d’ELISA cellulaire 

Tout comme la technique d’ELISA cellulaire, la cytométrie en flux requiert, pour l’évaluation 

de l’expression d’une protéine de surface, l’utilisation d’un anticorps primaire dirigé contre la protéine 

visée puis d’un anticorps secondaire marqué. Il est également courant d’employer directement un 

anticorps primaire marqué par un fluorochrome pour se dispenser d’un double marquage. 

En ELISA cellulaire, la lecture se fait par mesure de la densité optique, donc l’anticorps 

secondaire est toujours couplé à une peroxydase. Ceci implique qu’une seule protéine membranaire 

peut être analysée dans une même expérience. En revanche, en cytométrie en flux, l’utilisation 

d’anticorps marqués par différents fluorochromes en fonction de la protéine analysée permet 

d’explorer plusieurs marqueurs à la fois sur une même cellule. 

De plus, le test par ELISA cellulaire ne peut être utilisé que pour l’analyse de protéines 

fortement induites car le résultat est basé sur une lecture d’absorbance, qui nécessite une amplitude 

suffisante d’expression. La cytométrie en flux permet quant à elle d’observer des différences 

d’expression plus faibles car le résultat s’appuie sur l’analyse d’un grand nombre de cellules. Elle a 
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également l’avantage de s’affranchir d’un contrôle parallèle mesurant la viabilité cellulaire, puisque 

seules les cellules viables sont analysées. 

En revanche, les conditions de l’ELISA se rapprochent plus des conditions physiologiques dans 

l’endothélium, de par la confluence des cellules au moment du marquage. En effet, pour l’analyse en 

cytométrie, les cellules sont remises en suspension avant le marquage, offrant une plus grande 

surface pour la fixation des anticorps. 

4.1.3. Marqueurs membranaires de l’inflammation et de l’immunité analysés 

Par la technique de cytométrie en flux, trois marqueurs endothéliaux de surface intervenant 

dans les processus inflammatoires ont été analysés : VCAM-1 (aussi appelé CD106), ICAM-1 (ou 

CD54) et la E-sélectine (ou CD62E). Contrairement à VCAM-1 et à la E-sélectine, il existe une 

expression basale de ICAM-1 par les cellules endothéliales quiescentes. Par ailleurs, ces trois 

protéines sont fortement exprimées après 6 heures d’induction par le TNF-α20,21, et inhibées par le 

PDTC22. 

Quatre molécules du CMH impliquées dans les réponses immunes de l’endothélium ont 

également été explorées : le HLA de classe I classique, le HLA de classe II classique (HLA-DR), et 

HLA-E et MICA, qui sont des molécules du HLA de classe I non classique. Lorsque les cellules 

endothéliales sont mises en culture, leur expression du CMH de classe II disparaît, ce qui est 

cependant restauré après un traitement par l’IFN-γ23. Les trois autres protéines sont quant à elles 

constitutivement exprimées à la surface des cellules HUVECs24,25. L’IFN-γ induit une forte 

surexpression du HLA de classe I classique, du HLA de classe II et de HLA-E au bout de 48 heures26-

29, tandis qu’il provoque l’effet inverse sur l’expression de MICA30,31. 

4.1.4. Protocole mis en place par cytométrie en flux 

La Figure 114 schématise le protocole de l’essai biologique par cytométrie en flux, pour 

lequel des cellules HUVECs confluentes ont tout d’abord été prétraitées pendant 1 heure par les 

polyphénols végétaux à une concentration finale de 10 µM. 
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Figure 114. Schéma du protocole de test mesurant l’effet sur des marqueurs de 
l’inflammation et de l’immunité par cytométrie en flux 

 

Pour évaluer l’effet sur l’expression induite des protéines de l’inflammation, les cellules ont 

ensuite été stimulées par le TNF-α pendant 6 heures, tandis que l’effet sur l’expression régulée des 

marqueurs de l’immunité a été déterminé après activation des cellules pendant 48 heures par l’IFN-γ. 

Chacune de ces conditions a été opposée à une condition analogue sans cytokines, servant de 

contrôle d’une part, et permettant d’analyser l’effet des métabolites secondaires sur l’expression 

basale des marqueurs d’autre part. L’effet des polyphénols sur l’expression constitutive de HLA I, 

HLA-E et MICA a également été observé après seulement 1 heure d’incubation. 

A la fin de ces traitements, les cellules de chaque puits ont été uniformément réparties dans 

un nombre de puits de plaque P96 variant selon le nombre de marquages à effectuer, et incluant un 

puits contrôle non marqué visant notamment à détecter une éventuelle auto-fluorescence des 

cellules. L’immunomarquage a consisté à incuber des anticorps primaires dirigés contre chacune des 

protéines et éventuellement couplé à un fluorochrome, puis si besoin des anticorps secondaires 

porteurs d’un fluorochrome. Enfin, les cellules ont été fixées, et la fluorescence émise, proportionnelle 

à l’expression du marqueur membranaire analysé, a été lue par un cytomètre en flux. 

 

Il est à noter que, pour faciliter le traitement des résultats, seuls des monomarquages ont ici 

été effectués. Il est cependant possible d’envisager la mise en place d’une méthode de criblage 

analysant un large panel de marqueurs cellulaires, et s’effectuant sur de grandes séries 

d’échantillons, par l’emploi de comarquages cellulaires. 
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4.2. Effets régulateurs sur différents marqueurs de l’inflammation 

L’effet des polyphénols a été mesuré sur des cellules non activées d’une part, pour détecter 

un éventuel effet pro-inflammatoire, et après induction des marqueurs par le TNF-α d’autre part, pour 

évaluer le potentiel anti-inflammatoire. 

4.2.1. Effets sur l’expression basale des protéines 

En l’absence de TNF-α, les protéines membranaires VCAM-1 et E-sélectine ne sont pas 

exprimées par les cellules HUVECs. La molécule d’adhérence cellulaire ICAM-1 est quant à elle 

faiblement exprimée, en comparaison à la surproduction entraînée par 6 h de traitement au TNF-α. La 

Figure 115 montre de plus que les composés polyphénoliques testés n’exercent pas d’effet inducteur 

sur les trois protéines évaluées, ce qui rend compte de l’absence d’effet pro-inflammatoire à 10 µM. 
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Figure 115. Effet des composés polyphénoliques (10 µM) sur l’expression basale des 
marqueurs de l’inflammation à la surface des HUVECs 

4.2.2. Effets sur l’expression induite de VCAM-1, ICAM-1 et E-sélectine 

Comme pour le test en ELISA cellulaire, le PDTC à 200 µM a été utilisé comme témoin 

inhibiteur de l’expression induite de VCAM-1, ICAM-1 et de la E-sélectine. L’analyse par cytométrie en 

flux de l’effet des polyphénols sur ces protéines induites (Figure 116) révèle que VCAM-1 est la 

protéine sur laquelle ces molécules végétales ont le plus d’effet. Comme cela était attendu, les 

résultats observés en cytométrie et en ELISA sont similaires, les coumarines de type mammea 61a, 

94 et 120/121 ainsi que la benzophénone 125 inhibant significativement l’expression induite de 

VCAM-1 par rapport au contrôle TNF-α. Les autres métabolites polyphénoliques n’ont que peu ou pas 

d’effet sur ce marqueur. 

L’expression de la protéine ICAM-1 apparaît aussi légèrement diminuée en présence des 

composés 94, 120/121 et 125, alors que la E-sélectine n’est pas affectée. 
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Figure 116. Effet des composés polyphénoliques (10 µM) sur l’expression des marqueurs 

de l’inflammation induite par le TNF-α 

 

On constate ainsi que la pyranochromanone acide 114 et le biflavonoïde 49 ne modulent pas 

l’expression de ces trois marqueurs de l’inflammation. Pourtant, la littérature fait état d’activités anti-

inflammatoires pour l’amentoflavone (49) dès 10 µM, à travers des inhibitions de la production de NO 

notamment32, mais également de l’expression de VCAM-1 et de ICAM-15. Ces effets étant décrits sur 

des lignées cellulaires autres que les HUVECs et après une période d’incubation de 24 h, il semblerait 

judicieux d’établir une courbe montrant l’effet des composés en fonction du temps.  

 

 Compte tenu de l’effet marqué du lépidotol A (94) et de son originalité structurale, une étude 

plus détaillée de sa relation effet-dose sur l’expression induite de VCAM-1 a été menée. Sept 

concentrations comprises entre 0,75 et 50 µM ont été testées par cytométrie en flux afin d’établir la 

valeur d’IC50 (Figure 117). Celle-ci est de 10,2 µM, ce qui correspond sensiblement à la 

concentration choisie au préalable pour tester l’ensemble des polyphénols.  
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Figure 117. Courbe dose-réponse et valeur d’IC50 du lépidotol A (94) sur l’inhibition de 
l’expression de VCAM-1 
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4.3. Effets régulateurs sur divers marqueurs des réponses immunes 

La technique de cytométrie en flux a également été employée pour évaluer l’effet des 

molécules d’origine végétale sur un panel de marqueurs membranaires de l’immunité. En amont, 

plusieurs témoins inhibiteurs de l’expression de ces marqueurs ont été choisis. 

4.3.1. Choix des témoins inhibiteurs 

Les statines sont décrites comme inhibitrices de l’expression des molécules du CMH de classe 

I et II33, et les bisphosphonates et la ciclosporine (3) sont également connus pour leurs effets sur 

l’immunité14,34. Ainsi, plusieurs de ces composés ont été testés à différentes concentrations en vue de 

sélectionner des témoins immunosuppresseurs. La ciclosporine (3) a été testée à 2,5 et à 10 µM, 

concentrations préalablement administrées à des cellules endothéliales14, en prétraitement de 1 h 

comme dans le cas des polyphénols. La fluvastatine (127) et la simvastatine (17)35 ont toutes deux 

été évaluées à 0,1 et à 1 µM, et l’acide zolédronique (126) à 1 et à 10 µM, chacun ayant été pré-

incubé avec les cellules pendant 18 h, conformément aux protocoles in vitro trouvés dans la 

littérature17,36. La Figure 118 présente les structures de ces composés immunomodulateurs. 

 

Figure 118. Structures des agents immunomodulateurs évalués 

 

 L’observation au microscope du tapis cellulaire après 18 h d’incubation avec les composés 

127 ou 17 à 1 µM révèle que la majorité des cellules sont mortes, d’où une toxicité des statines à 

cette concentration. Par ailleurs, aucun effet inhibiteur n’est noté sur l’expression basale des 

marqueurs aussitôt après la période de prétraitement (de 1 h ou 18 h), quelque soit l’agent testé. 

 En revanche, 48 h plus tard, une diminution notable de l’expression basale de HLA I apparaît 

en présence de ciclosporine (3), de simvastatine (17) et d’acide zolédronique (126) à 2,5, 0,1 et 10 

µM, respectivement. L’expression constitutive de HLA-E est aussi nettement réprimée par ces mêmes 

composés aux concentrations les plus élevées. Sur la protéine constitutive MICA, parmi les composés 

testés, seul le bisphosphonate 126 à 10 µM montre un effet inhibiteur. (Tableau 23) 



Chapitre IV : Etude de l’activité anti-inflammatoire et immunorégulatrice d’un panel de polyphénols 

 

Caroline ROUGER | Activité pharmacologique de dérivés polyphénoliques isolés de Clusiaceae et de Calophyllaceae 

malaisiennes : effets régulateurs sur des marqueurs endothéliaux de l’inflammation et de l’immunité   176 

Tableau 23. Effet des molécules immunosuppressives témoins sur l’expression constitutive 
et modulée (par l’IFN-γ) des marqueurs de l’immunité après 48 h d’incubation 

(Cases grisées : témoin immunomodulateur non testé sur la protéine MICA) 

Composé Concentration  

Inhibition moyenne de 

l’expression basale des 

marqueurs  après 48 h (%) 

Inhibition moyenne de l’expression 

des marqueurs modulée par l’IFN-γ 

(48 h) (%) 

HLA I HLA-E MICA HLA I HLA II HLA-E MICA 

Ciclosporine (3) 
2,5 µM 17 9  1 0 14  

10 µM 0 13 0 0 41 37 7 

Fluvastatine (127) 0,1 µM 0 0  0 10 20  

Simvastatine (17) 0,1 µM 10 13 0 0 0 33 0 

Acide zolédronique 

(126) 

1 µM 0 4  0 2 4  

10 µM 24 48 36 0 43 44 31 

  

L’acide zolédronique (126) à 10 µM apparaît ainsi comme le témoin le plus 

immunosuppresseur vis-à-vis des molécules du HLA de classe I, de HLA-E et de MICA 

constitutivement exprimés, ce qui est aisément remarquable sur les histogrammes de fluorescence 

obtenus (Figure 119). 

 

 

Figure 119. Analyse par cytométrie en flux de l’effet de l’acide zolédronique (126) à 10 µM 

sur l’expression constitutive de HLA I, HLA-E et MICA après 66 h de traitement 
(En noir : morphologie de la population ; en violet : expression constitutive ; en vert : effet du 

composé 126. Les valeurs des moyennes géométriques de fluorescence sont indiquées) 

 

 L’expression du HLA de classe I induit n’est refreinée par aucun des agents testés. En 

revanche, les molécules inhibitrices de l’expression basale de HLA-E exercent globalement un effet 

encore plus marqué sur son expression induite par l’IFN-γ. La fluvastatine (127) présente également 

un effet inhibiteur sur ce marqueur surexprimé. Sur la protéine MICA, l’effet inhibiteur de l’IFN-γ est 

surtout potentialisé par l’acide zolédronique (126), qui induit une inhibition quatre fois plus 

importante que la ciclosporine (3). (Tableau 23) 

L’effet des composés sur les molécules du HLA de classe II induites est différent : la 

simvastatine (17) n’apparaît pas inhibitrice, alors que la fluvastatine (127) l’est modérément. La 
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Ac IIaire_B1_B01.fcs 61.3

MICA_D1_D01.fcs 60.2

(FITC-A): Geom. Mean = 130
(FITC-A): Mean = 160
(FITC-A): Median = 127

Ac IIaire_B2_B02.fcs 59.1

MICA_D1_D01.fcs 60.2

MICA_D2_D02.fcs 57.7

(FITC-A): Geom. Mean = 128
(FITC-A): Mean = 143
(FITC-A): Median = 127

Ac IIaire_B3_B03.fcs 52.8

MICA_D1_D01.fcs 60.2

MICA_D3_D03.fcs 56.9

Ac IIaire_B1_B01.fcs 61.3

MICA_D1_D01.fcs 60.2

MICA_D4_D04.fcs 59.9

Ac IIaire_B4_B04.fcs 58.6

Ac IIaire_B5_B05.fcs 59.2

MICA_D1_D01.fcs 60.2

MICA_D5_D05.fcs 57.8

Ac IIaire_B6_B06.fcs 57.8

MICA_D1_D01.fcs 60.2

MICA_D6_D06.fcs 57.9

Ac IIaire_B7_B07.fcs 57

MICA_D1_D01.fcs 60.2

MICA_D7_D07.fcs 59.5

Ac IIaire_B8_B08.fcs 59.9

MICA_D1_D01.fcs 60.2

MICA_D8_D08.fcs 64.3

Ac IIaire_B9_B09.fcs 62

MICA_D1_D01.fcs 60.2

MICA_D9_D09.fcs 62.9

Ac IIaire_B1_B01.fcs 61.3

MICA_D1_D01.fcs 60.2

MICA_D10_D10.fcs 65.5

Ac IIaire_B10_B10.fcs 60.4

Ac IIaire_B11_B11.fcs 61.4

MICA_D1_D01.fcs 60.2

MICA_D11_D11.fcs 60.3

Ac IIaire_B12_B12.fcs 61.5

MICA_D1_D01.fcs 60.2

MICA_D12_D12.fcs 60.6

(FITC-A): Geom. Mean = 99.7
(FITC-A): Mean = 112
(FITC-A): Median = 98.5

(FITC-A): Geom. Mean = 154
(FITC-A): Mean = 171
(FITC-A): Median = 155

(FITC-A): Geom. Mean = 133
(FITC-A): Mean = 148
(FITC-A): Median = 133

(FITC-A): Geom. Mean = 139
(FITC-A): Mean = 157
(FITC-A): Median = 138

(FITC-A): Geom. Mean = 137
(FITC-A): Mean = 153
(FITC-A): Median = 137

(FITC-A): Geom. Mean = 113
(FITC-A): Mean = 124
(FITC-A): Median = 112

(FITC-A): Geom. Mean = 129
(FITC-A): Mean = 146
(FITC-A): Median = 130

(FITC-A): Geom. Mean = 143
(FITC-A): Mean = 159
(FITC-A): Median = 143

(FITC-A): Geom. Mean = 128
(FITC-A): Mean = 148
(FITC-A): Median = 127

(FITC-A): Geom. Mean = 113
(FITC-A): Mean = 126
(FITC-A): Median = 110

100 130

MICA
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ciclosporine (3) et l’acide zolédronique (126) à 10 µM présentent quant à eux d’importants effets 

inhibiteurs, comparables entre eux (Figure 120). 

 

 

Figure 120. Analyse par cytométrie en flux de l’effet de la ciclosporine (3) et de l’acide 
zolédronique (126) à 10 µM sur l’expression induite de HLA II (HLA-DR) et de HLA-E 

(En noir : morphologie de la population non traitée ; en orange : auto-fluorescence des cellules ; en 
violet : expression induite par 48 h d’IFN-γ ; en vert : effet des composés 3 ou 126 sur l’expression 

induite. Les valeurs des moyennes géométriques de fluorescence sont indiquées) 

 

Ainsi, considérant les multiples effets inhibiteurs de la ciclosporine (3) et de l’acide 

zolédronique (126) à 10 µM, nous avons choisi de conserver ces deux témoins pour la poursuite des 

essais biologiques sur les marqueurs de l’immunité. 

4.3.2. Effet sur l’expression constitutive de HLA I, HLA-E et MICA 

Les mesures de fluorescence des cellules non activées par l’IFN-γ, après 1 h de prétraitement 

par les polyphénols, puis 48 h plus tard, montrent globalement que les effets inhibiteurs s’intensifient 

avec le temps (Figure 121). 

 

Mammea A/AA cyclo F (2Џme) IFN 48hCoumarine IFN 48hCiclosporine A (2Џme) IFN 48h

Amentoflavone IFN 48hMammea A/AA cyclo F IFN 48hAcide blancoique (2Џme) IFN 48h

Acide blancoique IFN 48hOmbelliferone IFN 48hCiclosporine A IFN 48h
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Ac IIaire_B1_B01.fcs 77.2

HLA II_E1_E01.fcs 73.2

(FITC-A): Geom. Mean = 2627
(FITC-A): Mean = 4450
(FITC-A): Median = 3456

Ac IIaire_B2_B02.fcs 72.2

HLA II_E1_E01.fcs 73.2

HLA II_E2_E02.fcs 74.5

(FITC-A): Geom. Mean = 2720
(FITC-A): Mean = 4342
(FITC-A): Median = 3523

Ac IIaire_B3_B03.fcs 76.6

HLA II_E1_E01.fcs 73.2

HLA II_E3_E03.fcs 75.3

Ac IIaire_B1_B01.fcs 77.2

HLA II_E1_E01.fcs 73.2

HLA II_E4_E04.fcs 68.6

Ac IIaire_B4_B04.fcs 66.4

Ac IIaire_B5_B05.fcs 72.5

HLA II_E1_E01.fcs 73.2

HLA II_E5_E05.fcs 72.2

Ac IIaire_B6_B06.fcs 71

HLA II_E1_E01.fcs 73.2

HLA II_E6_E06.fcs 73.4

Ac IIaire_B7_B07.fcs 71.7

HLA II_E1_E01.fcs 73.2

HLA II_E7_E07.fcs 73.3

Ac IIaire_B8_B08.fcs 70.1

HLA II_E1_E01.fcs 73.2

HLA II_E8_E08.fcs 72.3

Ac IIaire_B9_B09.fcs 70.2

HLA II_E1_E01.fcs 73.2

HLA II_E9_E09.fcs 72.3

Ac IIaire_B1_B01.fcs 77.2

HLA II_E1_E01.fcs 73.2

HLA II_E10_E10.fcs 69.7

Ac IIaire_B10_B10.fcs 67.2

Ac IIaire_B11_B11.fcs 72.6

HLA II_E1_E01.fcs 73.2

HLA II_E11_E11.fcs 71

Ac IIaire_B12_B12.fcs 71

HLA II_E1_E01.fcs 73.2

HLA II_E12_E12.fcs 69.5

(FITC-A): Geom. Mean = 1139
(FITC-A): Mean = 2051
(FITC-A): Median = 1270

(FITC-A): Geom. Mean = 1497
(FITC-A): Mean = 2837
(FITC-A): Median = 1831

(FITC-A): Geom. Mean = 2641
(FITC-A): Mean = 4306
(FITC-A): Median = 3444

(FITC-A): Geom. Mean = 2055
(FITC-A): Mean = 3499
(FITC-A): Median = 2615

(FITC-A): Geom. Mean = 1912
(FITC-A): Mean = 3458
(FITC-A): Median = 2554

(FITC-A): Geom. Mean = 1755
(FITC-A): Mean = 2933
(FITC-A): Median = 2254

(FITC-A): Geom. Mean = 2766
(FITC-A): Mean = 4277
(FITC-A): Median = 3355

(FITC-A): Geom. Mean = 1648
(FITC-A): Mean = 2919
(FITC-A): Median = 2003

(FITC-A): Geom. Mean = 2941
(FITC-A): Mean = 4693
(FITC-A): Median = 3784

(FITC-A): Geom. Mean = 2953
(FITC-A): Mean = 4651
(FITC-A): Median = 3790

1648 2627

HLA II

Composé 3

Mammea A/AA cyclo F (2Џme) IFN 48hCoumarine IFN 48hCiclosporine A (2Џme) IFN 48h

Amentoflavone IFN 48hMammea A/AA cyclo F IFN 48hAcide blancoique (2Џme) IFN 48h

Acide blancoique IFN 48hOmbelliferone IFN 48hCiclosporine A IFN 48h

Acide zolЋdronique IFN 48hDMSO IFN 48hIFN 48h

0 10
2

10
3

10
4

10
5

FITC-A

0

20

40

60

80

100

%
 o

f 
M

a
x

0 10
2

10
3

10
4

10
5

FITC-A

0

20

40

60

80

100

%
 o

f 
M

a
x

0 10
2

10
3

10
4

10
5

FITC-A

0

20

40

60

80

100

%
 o

f 
M

a
x

0 10
2

10
3

10
4

10
5

FITC-A

0

20

40

60

80

100

%
 o

f 
M

a
x

0 10
2

10
3

10
4

10
5

FITC-A

0

20

40

60

80

100

%
 o

f 
M

a
x

0 10
2

10
3

10
4

10
5

FITC-A

0

20

40

60

80

100

%
 o

f 
M

a
x

0 10
2

10
3

10
4

10
5

FITC-A

0

20

40

60

80

100

%
 o

f 
M

a
x

0 10
2

10
3

10
4

10
5

FITC-A

0

20

40

60

80

100

%
 o

f 
M

a
x

0 10
2

10
3

10
4

10
5

FITC-A

0

20

40

60

80

100

%
 o

f 
M

a
x

0 10
2

10
3

10
4

10
5

FITC-A

0

20

40

60

80

100

%
 o

f 
M

a
x

0 10
2

10
3

10
4

10
5

FITC-A

0

20

40

60

80

100

%
 o

f 
M

a
x

0 10
2

10
3

10
4

10
5

FITC-A

0

20

40

60

80

100

%
 o

f 
M

a
x

Ac IIaire_B1_B01.fcs 77.2

HLA II_E1_E01.fcs 73.2

(FITC-A): Geom. Mean = 2627
(FITC-A): Mean = 4450
(FITC-A): Median = 3456

Ac IIaire_B2_B02.fcs 72.2

HLA II_E1_E01.fcs 73.2

HLA II_E2_E02.fcs 74.5

(FITC-A): Geom. Mean = 2720
(FITC-A): Mean = 4342
(FITC-A): Median = 3523

Ac IIaire_B3_B03.fcs 76.6

HLA II_E1_E01.fcs 73.2

HLA II_E3_E03.fcs 75.3

Ac IIaire_B1_B01.fcs 77.2

HLA II_E1_E01.fcs 73.2

HLA II_E4_E04.fcs 68.6

Ac IIaire_B4_B04.fcs 66.4

Ac IIaire_B5_B05.fcs 72.5

HLA II_E1_E01.fcs 73.2

HLA II_E5_E05.fcs 72.2

Ac IIaire_B6_B06.fcs 71

HLA II_E1_E01.fcs 73.2

HLA II_E6_E06.fcs 73.4

Ac IIaire_B7_B07.fcs 71.7

HLA II_E1_E01.fcs 73.2

HLA II_E7_E07.fcs 73.3

Ac IIaire_B8_B08.fcs 70.1

HLA II_E1_E01.fcs 73.2

HLA II_E8_E08.fcs 72.3

Ac IIaire_B9_B09.fcs 70.2

HLA II_E1_E01.fcs 73.2

HLA II_E9_E09.fcs 72.3

Ac IIaire_B1_B01.fcs 77.2

HLA II_E1_E01.fcs 73.2

HLA II_E10_E10.fcs 69.7

Ac IIaire_B10_B10.fcs 67.2

Ac IIaire_B11_B11.fcs 72.6

HLA II_E1_E01.fcs 73.2

HLA II_E11_E11.fcs 71

Ac IIaire_B12_B12.fcs 71

HLA II_E1_E01.fcs 73.2

HLA II_E12_E12.fcs 69.5

(FITC-A): Geom. Mean = 1139
(FITC-A): Mean = 2051
(FITC-A): Median = 1270

(FITC-A): Geom. Mean = 1497
(FITC-A): Mean = 2837
(FITC-A): Median = 1831

(FITC-A): Geom. Mean = 2641
(FITC-A): Mean = 4306
(FITC-A): Median = 3444

(FITC-A): Geom. Mean = 2055
(FITC-A): Mean = 3499
(FITC-A): Median = 2615

(FITC-A): Geom. Mean = 1912
(FITC-A): Mean = 3458
(FITC-A): Median = 2554

(FITC-A): Geom. Mean = 1755
(FITC-A): Mean = 2933
(FITC-A): Median = 2254

(FITC-A): Geom. Mean = 2766
(FITC-A): Mean = 4277
(FITC-A): Median = 3355

(FITC-A): Geom. Mean = 1648
(FITC-A): Mean = 2919
(FITC-A): Median = 2003

(FITC-A): Geom. Mean = 2941
(FITC-A): Mean = 4693
(FITC-A): Median = 3784

(FITC-A): Geom. Mean = 2953
(FITC-A): Mean = 4651
(FITC-A): Median = 3790

1139 2627

Composé 126

Mammea A/AA cyclo F (2Џme) IFN 48hCoumarine IFN 48hCiclosporine A (2Џme) IFN 48h

Amentoflavone IFN 48hMammea A/AA cyclo F IFN 48hAcide blancoique (2Џme) IFN 48h

Acide blancoique IFN 48hOmbelliferone IFN 48hCiclosporine A IFN 48h

Acide zolЋdronique IFN 48hDMSO IFN 48hIFN 48h
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Unstained_A1_A01.fcs 78

HLA-E_F1_F01.fcs 72.3

(APC-A): Geom. Mean = 2491
(APC-A): Mean = 4575
(APC-A): Median = 2911

Unstained_A2_A02.fcs 72.6

HLA-E_F1_F01.fcs 72.3

HLA-E_F2_F02.fcs 72.5

(APC-A): Geom. Mean = 2901
(APC-A): Mean = 4543
(APC-A): Median = 3363

Unstained_A3_A03.fcs 73.2

HLA-E_F1_F01.fcs 72.3

HLA-E_F3_F03.fcs 74.1

Unstained_A1_A01.fcs 78

HLA-E_F1_F01.fcs 72.3

HLA-E_F4_F04.fcs 65.9

Unstained_A4_A04.fcs 65.3

Unstained_A5_A05.fcs 71.1

HLA-E_F1_F01.fcs 72.3

HLA-E_F5_F05.fcs 70.3

Unstained_A6_A06.fcs 71.1

HLA-E_F1_F01.fcs 72.3

HLA-E_F6_F06.fcs 71

Unstained_A7_A07.fcs 70.6

HLA-E_F1_F01.fcs 72.3

HLA-E_F7_F07.fcs 71

Unstained_A8_A08.fcs 68

HLA-E_F1_F01.fcs 72.3

HLA-E_F8_F08.fcs 67.2

Unstained_A9_A09.fcs 73.1

HLA-E_F1_F01.fcs 72.3

HLA-E_F9_F09.fcs 71.9

Unstained_A1_A01.fcs 78

HLA-E_F1_F01.fcs 72.3

HLA-E_F10_F10.fcs 67.9

Unstained_A10_A10.fcs 66.7

Unstained_A11_A11.fcs 70.7

HLA-E_F1_F01.fcs 72.3

HLA-E_F11_F11.fcs 72.8

Unstained_A12_A12.fcs 68.3

HLA-E_F1_F01.fcs 72.3

HLA-E_F12_F12.fcs 70.5

(APC-A): Geom. Mean = 1024
(APC-A): Mean = 2988
(APC-A): Median = 1245

(APC-A): Geom. Mean = 1637
(APC-A): Mean = 2404
(APC-A): Median = 1825

(APC-A): Geom. Mean = 2793
(APC-A): Mean = 4126
(APC-A): Median = 3358

(APC-A): Geom. Mean = 3203
(APC-A): Mean = 4553
(APC-A): Median = 3702

(APC-A): Geom. Mean = 2976
(APC-A): Mean = 4372
(APC-A): Median = 3571

(APC-A): Geom. Mean = 1059
(APC-A): Mean = 1470
(APC-A): Median = 1177

(APC-A): Geom. Mean = 3042
(APC-A): Mean = 4101
(APC-A): Median = 3277

(APC-A): Geom. Mean = 1965
(APC-A): Mean = 2787
(APC-A): Median = 2138

(APC-A): Geom. Mean = 3053
(APC-A): Mean = 4703
(APC-A): Median = 3385

(APC-A): Geom. Mean = 2497
(APC-A): Mean = 3401
(APC-A): Median = 2777

HLA-E

1637 2491

LЋpidotol A + IFN 48h

Neurophyllols B+A + IFN 48h

Mammea A/AA + IFN 48h

Coumarine + IFN 48h

Acide zolЋdronique + IFN 48h

LЋpidotol A 10 microM + IFN 48hSimvastatine + IFN 48h

GuttifЋrone J + IFN 48hDMSO + IFN 48h

OmbellifЋrone + IFN 48hIFN 48h
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Figure 121. Effet des polyphénols (10 µM) sur l’expression basale des marqueurs de 

l’inflammation à la surface des HUVECs après 1 h (A) et 48 h (B) d’incubation 

 

De façon plus détaillée, des effets inhibiteurs sont observés sur les molécules du HLA de 

classe I classique seulement après 48 h d’incubation. Les coumarines 61a et 120/121 diminuent 

alors significativement l’expression de ces protéines. Les composés 123, 125, 114 et 49 tendent 

aussi légèrement à les diminuer. 

Comparativement, la protéine HLA-E est beaucoup plus sensible aux polyphénols testés que 

les molécules du HLA de classe I classique. Les coumarines de type mammea (61a, 66a, 94 et 

120/121) inhibent environ 30 % de son expression au bout d’1 h, et vont jusqu’à l’inhiber à plus de 

90 % (61a et 120/121) après 48 h. On remarque cependant qu’avec le temps, une différence d’effet 

s’installe entre ces coumarines, la moins active étant celle cyclisée (66a). La benzophénone 125 est 

sans effet après 1 h d’incubation, mais finit par inhiber fortement (80 %) l’expression de HLA-E après 

B 

A 
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2 jours de traitement. L’acide blancoïque (114) induit également une inhibition modérée (20 %) 

après 48 h d’incubation. 

Les molécules nettement inhibitrices de l’expression de HLA-E le sont aussi vis-à-vis de la 

protéine MICA, bien que leur effet soit plus pondéré. De plus, lorsque l’on compare les différentes 

coumarines les unes par rapport aux autres, on remarque un profil d’activité similaire envers HLA-E 

et MICA. Il en est autrement de la guttiférone J (125), qui manifeste une activité inhibitrice dès 1 h 

après le traitement des HUVECs. Enfin, en ce qui concerne la pyranochromanone acide 114, elle ne 

modifie pas significativement l’expression basale de MICA à 10 µM et aux temps d’incubation testés. 

Les essais mesurant l’expression des molécules du HLA de classe II démontrent quand à eux 

que les polyphénols évalués ne sont pas immunostimulants. En effet, cette protéine n’est alors pas 

exprimée. 

4.3.3. Effet sur l’expression régulée de HLA I, HLA II, HLA-E et MICA 

L’observation des cellules en microscopie avant et après traitement par l’IFN-γ permet 

d’observer leurs changements de morphologie. En effet, les cellules deviennent très allongées 

lorsqu’elles sont activées (Figure 122). Certains traitements, en particulier par la guttiférone J (125) 

et le lépidotol A (94) à 10 µM, entraînent la mort de nombreuses cellules activées par l’IFN-γ, ce qui 

se manifeste par la présence de celles-ci dans le surnageant des puits. 

 

 

Figure 122. Observation des cellules endothéliales (HUVECs) au microscope à contraste de 

phase avant (A) et après (B) activation par l’IFN-γ pendant 48 h 

 

Après activation des cellules endothéliales par l’IFN-γ, les molécules du HLA de classe I sont 

fortement surexprimées, et comme le montre la Figure 123, un prétraitement par les polyphénols ne 

permet pas d’enrayer cette surexpression. Les coumarines substituées (61a, 66a, 94, 120/121, 

123) et la benzophénone 125, ainsi que la ciclosporine (3), tendent au contraire à l’intensifier. 

 

A B
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Figure 123. Effet des composés polyphénoliques (10 µM) sur l’expression des molécules du 

HLA de classe I et II induite par l’IFN-γ 

 

Concernant les molécules du HLA de classe II induites, elles sont inhibées par les coumarines 

de type mammea (61a, 66a, 94 et 120/121) ainsi que par la benzophénone 125 et la 

pyranochromanone acide 114, comme nous l’observions sur l’expression constitutive de HLA-E après 

48 h d’incubation. La coumarine cyclisée 66a apparaît de nouveau la moins active des coumarines de 

type mammea, pendant que le lépidotol A (94) exerce la plus forte activité immunosuppressive, avec 

95 % d’inhibition. 

Comparé à l’effet sur l’expression basale de HLA-E (Figure 121), le même profil d’activité des 

polyphénols est retrouvé sur son expression induite par l’IFN-γ (Figure 124). Seul le composé 114 

fait exception, n’étant pas actif ici. Les valeurs d’inhibitions restent très élevées, allant de 55 % [pour 

mammea A/AA cyclo F (66a)] à 90 % [pour la guttiférone J (125)]. 
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Figure 124. Effet des composés polyphénoliques (10 µM) sur l’expression de HLA-E et de 

MICA modulée par l’IFN-γ 
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L’expression de la protéine MICA est réduite d’environ 2,5 fois par la cytokine IFN-γ (Figure 

124). A cet effet, s’ajoute celui des coumarines de type mammea (61a, 66a, 94, 120/121) et de la 

guttiférone J (125), qui potentialisent l’activité de l’IFN-γ. Ainsi, une inhibition additionnelle de 36 % 

(125) à 60 % (61a) apparaît. 

 

Tout comme le biflavonoïde 49, les deux coumarines simples (122 et 123) sont inactives vis-

à-vis de l’expression des molécules HLA de classe II, HLA-E et MICA. 

5. Conclusion et discussion 

Dans notre recherche de composés diminuant les réponses inflammatoires et immunes de 

l’endothélium, il s’avère que ce sont certains dérivés de coumarine et la benzophénone 125 qui 

présentent le plus d’intérêt. 

Parmi les protéines de l’inflammation évaluées, VCAM-1 est la plus affectée par les composés 

testés, tandis que du côté des marqueurs de la réponse immunitaire, les molécules du HLA de classe 

II (HLA-DR) et HLA-E sont les plus touchés, tant au niveau de leur expression constitutive qu’induite. 

L’expression de MICA est plus modérément inhibée, que ce soit en présence ou en l’absence d’IFN-γ. 

Concernant les molécules du HLA de classe I, seule l’expression constitutive est sous-régulée. 

 

Considérant les différents groupements qui substituent les coumarines testées, il apparaît que 

les molécules prénylées, et hydroxylées en position 5 et 7 (coumarines de type mammea), sont les 

plus actives. En effet, le noyau de base des coumarines ne semble pas impliqué dans l’activité 

puisque la coumarine (122) et l’ombelliférone (123) n’induisent pas d’effet inhibiteur. Les composés 

61a et 120/121 présentent les mêmes effets sur les différents marqueurs immuns de surface, 

suggérant que le substituant en position 4 de la coumarine ne joue pas sur l’activité. En revanche, la 

présence de chaînes prényles et/ou de groupements phénols libres est nécessaire, puisqu’en cas de 

cyclisation (66a), une baisse de la cytotoxicité mais également de l’activité anti-inflammatoire et 

immunosuppressive est observée. Le nombre de substituants prényles ne semble pas discriminant, 

mais les molécules mono-prénylées (61a et 120/121) semblent agir plus fortement sur HLA-E et 

MICA tandis que le composé diprénylé (94) a un effet plus prononcé sur les molécules du HLA de 

classe II. Afin de valider ces hypothèses, une étude plus poussée des relations structure-activité des 

coumarines peut être envisagée, en incluant notamment des composés plus ou moins hydroxylés en 

position 5 et éventuellement cyclisés à ce niveau, ainsi que des dérivés substitués ou non en position 

4 (Figure 125). Leur effet pourrait aussi être comparé à celui de coumarines connues comme 

immunosuppressives telles que le glycyrol (13)37 (cf. chapitre I). Le mesuol [ou mammea A/AD 

(61d)], décrit dans la littérature comme immunostimulant38, mériterait également d’être testé sur le 

panel de marqueurs endothéliaux de l’inflammation et de l’immunité étudiés au cours de cette thèse. 
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Figure 125. Structures des coumarines anti-inflammatoires et immunosuppressives 

 

Des activités anti-inflammatoires et immunomodulatrices ont déjà été décrites pour certaines 

coumarines auparavant39. Cependant, à notre connaissance, il s’agit ici de la première étude de 

relation structure-activité concernant les coumarines de type mammea et leurs effets sur des 

marqueurs de la dysfonction endothéliale et des réponses immunitaires. 

 

La classe des benzophénones « cages » semble être tout aussi intéressante, à l’instar de la 

guttiférone J (125), ici inhibitrice de l’expression de VCAM-1, ICAM-1, HLA de classe II, HLA-E et 

MICA. L’isogarcinol (16) est en outre décrit comme agent immunosuppresseur inhibiteur de la 

calcineurine40. Ces deux composés étant hydroxylés sur leur cycle benzénique, l’on peut suspecter 

que ces substitutions sont importantes pour l’activité. Par ailleurs, si l’on compare l’effet sur VCAM-1 

des deux acylphloroglucinols que sont la guttiférone J (125) (59 % d’inhibition à 50 µM) et la 

tétraptérone (105) (12 % d’inhibition à 50 µM) isolé de Calophyllum tetrapterum (cf. chapitre III), 

l’on peut déduire que le système bicyclononane polyprénylé n’est pas à lui seul le socle de l’activité 

des benzophénones bioactives. (Figure 126) 

 

             

Figure 126. Structure de trois PPAPs testés pour leurs effets sur l’inflammation et/ou sur 

l’immunité 

 

Sachant que l’isogarcinol (16) inhibe la calcineurine40, tout comme la ciclosporine (3) utilisée 

en thérapeutique, et que la guttiférone J (125) inhibe l’expression de plusieurs marqueurs 

endothéliaux de l’inflammation et de l’immunité, les benzophénones polyprénylées pourraient 

présenter un double intérêt dans la prévention des rejets de greffe. En effet, elles sont susceptibles à 
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la fois de réduire la prolifération des lymphocytes T et de diminuer la présentation des antigènes par 

les molécules du CMH de classe II des cellules présentatrices d’antigènes que sont les cellules 

endothéliales (Figure 127). Ainsi semble-t-il pertinent d’approfondir l’étude des relations structure-

activité de cette classe de polyphénols prénylés, comme cela fut déjà effectué, pour cette famille 

structurale, lors de l’étude des propriétés inhibitrices du désassemblage des microtubules41 et 

antiplasmodiales42. 

 

 

Figure 127. Mécanismes d’action des immunosuppresseurs43 et effets de deux PPAPs : la 

guttiférone J (125) et l’isogarcinol (16)  

 

Le lépidotol A (94) et la guttiférone J (125) entraînent des effets semblables à la même 

concentration de 10 µM, bien que leurs structures soient très différentes. Etant donné qu’une 

interaction avec la calcineurine a été démontrée pour les deux molécules immunosuppressives que 

sont le glycyrol (13)37 et l’isogarcinol (16)40, une coumarine et une benzophénonone, et que la 

calcineurine active la voie NF-κB induisant l’expression des molécules d’adhérence cellulaire44, il est 

possible que l’effet inhibiteur des composés 94 et 125 sur les expressions de VCAM-1 et de ICAM-1 

CD4
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soit dû à une inhibition de la calcineurine. Une étude de ces interactions avec l’enzyme cible 

permettrait d’étayer cette hypothèse. L’effet anti-inflammatoire de ces composés pourrait cependant 

aussi s’expliquer simplement par l’activité anti-oxydante des polyphénols45. Ainsi est-il aujourd’hui 

envisagé d’étudier leurs mécanismes d’action de façon plus approfondie, notamment au travers de 

tests fonctionnels. Il sera également possible d’élargir l’étude à d’autres marqueurs de l’inflammation 

et de l’immunité, afin de voir si les effets des composés sont spécifiques ou non. 

 

Les coumarines et les benzophénones présentant d’une certaine hépatotoxicité46-49, les 

principaux composés ayant montré un intérêt au cours de notre étude, à savoir mammea A/AA 

(61a), mammea A/AA cyclo F (66a), le lépidotol A (94) et la guttiférone J (125), ont été évalués 

pour leurs effets sur les hépatocytes (cf. Annexe 19). Les résultats montrent une hépatotoxicité des 

deux coumarines non cyclisées (61a et 94) et de la benzophénone 125 à 10 µM. Il serait intéressant 

de comparer ces résultats avec ceux de la ciclosporine (3) dans les mêmes conditions, puisqu’elle 

aussi présente des effets toxiques au niveau hépatique50. 

 

 

En conclusion, il a été démontré que certains polyphénols polyprénylés sont capables d’inhiber 

l’expression de protéines endothéliales de surface impliquées dans les réactions immunitaires et les 

processus inflammatoires. Ces résultats offrent de nouvelles perspectives thérapeutiques dans la 

prévention des rejets de greffe, actuellement pris en charge par des agents immunosuppresseurs 

agissant au niveau des lymphocytes T. Les données de toxicologie obtenues sur les hépatocytes sont 

cependant à prendre en compte pour envisager un développement de ces composés en 

thérapeutique. 
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Conclusion générale et perspectives 

 

L’approche utilisée au début de ce travail de thèse pour la sélection des extraits, qui a 

consisté en un criblage biologique assisté d’une analyse déréplicative, a été efficace pour 

l’identification de molécules d’intérêt biologique présentant des squelettes originaux. Ainsi a-t-elle 

initialement permis de sélectionner quatre extraits de Calophyllaceae renfermant des métabolites 

secondaires potentiellement anti-inflammatoires et immunorégulateurs. 

L’étude phytochimique de l’extrait DCM de fruits de Mesua lepidota a conduit à l’isolement de 

neuf phénylcoumarines dont sept présentent une structure originale. En effet, la série des lépidotols, 

coumarines de type mammea diprénylées en position 6, ainsi que celle des lépidotines, dérivés 

cyclisés en C-5/C-6, ont été caractérisées. L’extrait, très majoritairement composé de lépidotol A 

(94), a montré une puissante activité inhibitrice de la formation des produits terminaux de la 

glycation (AGEs). De plus, le lépidotol A (94) s’est révélé anti-inflammatoire et immunosuppresseur 

par des effets inhibiteurs de l’expression de molécules d’adhérence cellulaire et de molécules du 

complexe majeur d’histocompatibilité. La combinaison de ces propriétés biologiques semble 

particulièrement intéressante en prévention des complications rénales chez les sujets diabétiques. 

Ces patients, chez qui les AGEs s’accumulent1, sont en effet exposés à un risque d’insuffisance rénale 

dont l’ultime traitement est la greffe du rein. 

Deux chémotypes de Calophyllum tetrapterum ont été investigués. L’extrait DCM de feuilles 

du premier (lot A) s’est avéré riche en acylphloroglucinols polyprénylés (PPAPs). Parmi les deux 

PPAPs qui en ont été isolés, le composé majoritaire, nommé tétraptérone (105), possède une 

structure originale comprenant une fonction acide carboxylique. Son élucidation structurale a 

nécessité d’analyser, au préalable, un dérivé cyclisé obtenu par hémi-synthèse, la tétraptérine (106). 

Dans l’extrait de feuilles de ce lot A, l’isolement des PPAPs a été entravé par la présence de 

nombreux triterpènes, dont le canophyllol (109). Une évaluation biologique anti-VCAM-1 de la 

tétraptérone (105) a montré une activité quasi nulle par rapport à celle de l’extrait brut, suggérant 

que le canophyllol (109) pourrait être responsable de l’effet observé avec l’extrait. Pour appuyer 

cette hypothèse, ce triterpène 109 sera prochainement évalué pour son activité anti-VCAM-1. La 

détermination structurale de trois autres composés isolés de l’extrait, dont un PPAP, est actuellement 

en cours. Ainsi, à l’image de la série des lépidotols et des lépidotines identifiés dans l’extrait de Mesua 

lepidota, une collection de PPAPs originales et présentant un profil d’absorption UV commun pourrait 

être constituée à partir de l’extrait DCM de feuilles du lot A de Calophyllum tetrapterum. A partir de 

l’extrait DCM de feuilles du second chémotype de Calophyllum tetrapterum (lot B), deux 

pyranochromanones acides ont été isolées, dont l’acide tétraptérique (115), de structure originale. 

L’analyse déréplicative a montré que l’extrait est essentiellement composé de cette classe de 

polyphénols. De plus, un schéma de biosynthèse prenant en compte les deux classes de métabolites 
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acides identifiées dans les deux chémotypes, à savoir les PPAPs acides et les pyranochromanones 

acides, a été proposé à l’issue de cette étude. Une analyse plus fine de la variabilité des composés 

synthétisés par chacun des chémotypes permettrait d’étayer cette hypothèse. 

L’analyse déréplicative ainsi que le fractionnement bioguidé initiés sur l’extrait DCM de feuilles 

de Mesua assamica, inhibiteur de l’expression de VCAM-1, ont montré que les fractions bioactives 

étaient riches en coumarines de type mammea dont des dérivés de type mammea A, substitués par 

un groupement phényle en position 4, et des dérivés de type mammea E, portant un substituant 1-

acétoxypropyle en C-4. Des xanthones ont par ailleurs été détectées dans les fractions cytotoxiques 

de l’extrait. 

Les observations précédentes ont une nouvelle fois été constatées au cours de l’étude des 

effets sur l’endothélium d’un panel de polyphénols issus de la chimiothèque du SONAS, représentatifs 

des classes chimiques identifiées dans les Clusiaceae et Calophyllaceae. En effet, une forte diminution 

de la viabilité cellulaire a été causée par les xanthones évaluées, et des inhibitions de l’expression 

induite de VCAM-1 à la surface des cellules endothéliales ont été produites par des coumarines de 

type mammea A [e.g. mammea A/AA (61a)] et mammea E [e.g. neurophyllols (120/121)]. 

L’activité anti-inflammatoire de ces coumarines et de la guttiférone J (125), un PPAP de type 

benzophénone, s’est surtout manifestée sur la protéine VCAM-1. Au niveau des marqueurs de 

l’immunité, des activités immunosuppressives parfois très importantes se sont présentées vis-à-vis 

des molécules du HLA de classe II (HLA-DR), de HLA-E et de MICA. De même que sur l’expression de 

VCAM-1, les polyphénols actifs ont été la guttiférone J (125) et les coumarines de type mammea, le 

dérivé cyclisé mammea A/AA cyclo F (66a) montrant à chaque fois la plus faible activité inhibitrice. 

La mesure de l’effet sur les molécules du HLA de classe I classique a révélé une très faible sous-

régulation par ces polyphénols, et uniquement sur l’expression constitutive de la protéine. Outre les 

effets sur les cellules endothéliales, rappelons que deux produits naturels de type coumarine et 

benzophénone, le glycyrol (13) et l’isogarcinol (16), décrits comme immunosuppresseurs dans la 

littérature, inhibent la calcineurine2,3. Celle-ci joue en effet un rôle critique dans la fonction des 

lymphocytes T4, acteurs importants du rejet de greffe. Il serait alors intéressant de mesurer les effets 

du lépidotol A (94) et de la guttiférone J (125) sur cette phosphatase, également présente dans les 

cellules endothéliales et impliquée dans l’expression de plusieurs marqueurs endothéliaux de 

l’inflammation. 
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Partie expérimentale 

1. Matériel végétal 

Les dates et lieux de récoltes des échantillons de Calophyllum, Garcinia et Mesua étudiés au 

cours de ce travail de thèse sont présentés dans le Tableau 24. L’abréviation KL du numéro 

d’herbier est utilisée pour Kuala Lumpur (Malaisie). Les parties de plante sont abrégées ainsi : Ec = 

écorce, Fe = feuille, Fr = fruit. 

 

Tableau 24. Dates, lieux de récoltes et références des échantillons de Clusiaceae et de 
Calophyllaceae étudiés. 

Espèce 
N° d’herbier KL 

(parties) 
Site de collecte Date de collecte 

C. depressinervosum M. 

R. Hend. & Wyatt-Sm. 
5643 (Ec, Fe, Fr) H. S. Gerik, Perak 01/04/2009 

C. disocurii P. F. Stevens 4579 (Ec, Fe) 241 Km Gua Musang vers K. Lipis, Pahang 21/03/1996 

C. ferrugineum Ridl. 5552 (Ec, Fe) H. S. Ulu Sat, Bkt Bakar Machang, Kelantan 14/03/2008 

C. ferrugineum Ridl. var. 

neriifolium (Ridl.) M. R. 

Hend. & Wyatt-Sm. 

4955 (Ec, Fe) 153 Km de Mersing à Rompin, Johor 18/10/2000 

C. flavoramulum M. R. 

Hend. & Wyatt-Sm. 
4626 (Ec, Fe) 27 Km Dungun vers K. Berang, Terengganu 12/09/1996 

C. incrassatum M. R. 

Hend. & Wyatt-Sm. 

4702 (Ec, Fe) H. S. Cepam, Gerik, Perak 27/05/1997 

4884 (Ec, Fe, Fr) H. S. Gunung Arong, Johor 08/04/1999 

C. molle King 
4463 (Ec, Fe) H. S. Gunung Klien, Gerik, Perak 14/03/1993 

4601 (Ec, Fe) H. S. Lenggor, Johor 14/06/1996 

C. pulcherrimum Wall. 

4538 (Ec, Fe) H. S. Jemaluang, Mersing, Johor 06/09/1995 

4879 (Ec, Fe) H. S. Gunung Arong, Johor 08/04/1999 

5326 (Ec, Fe) H. S. Madek, Keluang, Johor 16/11/2006 

C. symingtonianum M. R. 

Hend. & Wyatt-Sm. 
4881 (Ec, Fe, Fr) H. S. Gunung Arong, Johor 08/04/1999 

C. tetrapterum Miq. 

(= C. floribundum Hook. f.) 

5382 (Ec, Fe) H. S. Ulu Sat Machang, Kelantan 19/03/2007 

5617 (Ec, Fe) H. S. Sg. Badak Jitra, Kedah 21/01/2009 

5707 (Ec, Fe) H. S. Sg. Badak, Jln Gerik vers Jeli, Perak 23/01/2010 

C. tetrapterum Miq. var. 

tetrapterum 
5076 (Ec, Fe) H. S. Bkt. Bauk, Dungun, Terengganu 21/08/2004 

C. teysmannii Miq. var. 

teysmanniia 
4880 (Ec, Fe) H. S. Gunung Arong, Johor 08/04/1999 

G. bancana Miq. 
4967 (Ec, Fe, Fr) 39 Km Mersing vers Keluang, Johor 21/10/2000 

5033 (Ec, Fe) 51 Km de Dungun à K. Berang, Terengganu 14/05/2003 

G. cowa Roxb. 
4587 (Ec, Fe) H. S. Bkt. Slim, Perak 25/04/1996 

5526 (Ec, Fe) H. S. Bkt. Kachi Sintok, Kedah 25/01/2008 

G. diversifolia King 5712 (Ec, Fe) H. S. Ulu Jelai, K. Lipis, Pahang 10/02/2010 

G. dumosa King 5516 (Ec, Fe) H. S. Madek, Keluang, Johor 28/11/2007 
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G. brevirostris Scheff. 

(= G. eugeniaefolia Wall.) 

4611 (Ec, Fe) H. S. Teloi, Kedah 18/07/1996 

5074 (Ec, Fe) H. S. Bkt. Bauk, Dungun, Terengganu 20/08/2004 

5273 (Ec, Fe) H. S. Ulu Sat, Machang, Kelantan 06/07/2006 

5456 (Ec, Fe) H. S. Ulu Jelai, K. Lipis, Pahang 31/07/2007 

5251 (Ec) Jln Pdg Golf - K. Lipis, Pahang 26/05/2006 

G. forbesii King 
5146 (Ec, Fe) 43 Km Keluang vers Mersing 31/05/2005 

5518 (Ec, Fe H.S. Madek, Keluang, Johor 29/11/2007 

G. gaudichaudii Planch. & 

Triana 
5483 (Ec, Fe, Fr) H. S. Gunung Kenderong, Gerik, Perak 24/10/2007 

G. griffithii T. Anderson 5303 (Ec, Fe) H. S. Sg. Badak, Jitra, Kedah 18/09/2006 

G. celebica L. 

(= G. hombroniana Pierre) 
4800 (Ec, fe) H. S. Jambu Bongkok, Terengganu 24/07/1998 

G. nervosa Miq. 5702 (Ec, Fe) H. S. Gunung Kenderong, Gerik, Perak 22/01/2010 

G. nigrolineata Planch. 5555 (Ec, Fe) 
H. S. Ulu Sat, Bkt. Bakar Machang, 

Kelantan 
14/03/2008 

G. opaca King 
4532 (Ec, Fe, Fr) H. S. Jemaluang, Mersing, Johor 05/09/1995 

4560 (Ec, Fe) 119 Km Mersing vers Keluang, Johor 05/02/1996 

G. opaca King var. 

dumosa Whitmore 
5589 (Ec, Fe) H. S. Bkt. Belata, Ulu Bernam, Selangor 01/05/2008 

G. parvifolia (Miq.) Miq. 

5073 (Ec, Fe) 
1,2 Km Kg. Tok Kah vers Jerangau, 

Terengganu 
20/08/2004 

5248 (Ec) H. S. Sg. Temau, K. Lipis, Pahang 25/05/2006 

5259 (Ec, Fe) 11 Km Sanggang vers K. Kangsar, Perak 22/06/2006 

5670 (Ec, Fe, Fr) H. S. Meranto Gua Musang, Kelantan 13/05/2009 

G. prainiana King 5661 (Ec, Fe) H. S. Meranto Gua Musang, Kelantan 13/05/2009 

G. pyrifera Ridl. 

4523 (Ec, Fe) 
246 Km K. Bahru vers K. Lipis, Gua, 

Musang 
03/08/1995 

4954 (Ec, Fe) H. S. Kuala Tembeling, Pahang 29/09/2000 

5443 (Ec, Fe) H. S. Kenderong, Gerik, Perak 11/07/2007 

G. rostrata (Hassk.) Miq. 5175 (Ec, Fe) H. S. Sg. Kedah, 20 Km, Gerik-Jeli, Perak 16/09/2005 

M. assamica (King & 

Prain) Kosterm. 
5442 (Ec, Fe) H. S. Kenderong, Gerik, Perak 11/07/2007 

M. elegans (King) 

Kosterm. 

4859 (Ec, Fe) H. S. Terenas, Gulau, Kedah 02/03/1999 

5310 (Ec, Fe) H. S. Sg. Badak, Jitra, Kedah 19/09/2006 

M. ferrea L. 

4515 (Ec, Fe) Gua Musang, Kelantan 01/08/1995 

4614 (Ec, Fe) H. S. Rimba Teloi, Kedah 19/07/1996 

4782 (Ec, Fe) Bkt. Seteng, Ulu Kluang, Jeli, Kelantan 17/06/1998 

M. lepidota T. Anderson 5436 (Ec, Fe, Fr) H. S. Madek, Lenggor Keluang, Johor 22/06/2007 

M. nuda Kosterm. 5352 (Ec, Fe) H. S. Teloi Baling, Kedah 08/02/2007 

M. racemosa (Planch.) 

Kosterm. 
4464 (Ec, Fe) H. S. Gunung Klien, Perak 14/03/1995 
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2. Extractions 

2.1. Extraction automatisée sous pression 

Les écorces, feuilles et fruits (entre 2 et 10 g) des différentes espèces de Clusiaceae et de 

Calophyllaceae broyés au moulin à café ont été introduits, en mélange avec 1 à 1,5 fois leur volume 

en terre de diatomée [ResprepTM, granulométrie 30/40 mesh (Restek, Lisses, France)], dans une 

cellule d’extraction en inox de 120 mL [pour extracteur Büchi® E-914 (Büchi, Rungis, France)], de 33 

mL ou de 11 mL [pour extracteur DionexTM ASE 200 (Thermo Fisher Scientific, Villebon-sur-Yvette, 

France)]. Une couche de sable de quartz (0,3-0,9 mm) (Büchi) puis un filtre de cellulose ont été 

placés de part et d’autre de la cellule. Trois cycles d’extraction successifs ont alors été réalisés par le 

DCM puis par le MeOH selon les méthodes décrites ci-après. 

Pour l’extracteur Büchi® E-914, la première extraction a été faite à 60 °C sans surpression 

pendant 5 min, et la deuxième et la troisième extraction ont été réalisées à 60 °C et 100 bars 

pendant 10 min après un préchauffage d’une minute. Chaque cycle a été suivi d’une purge du solvant 

sous flux d’azote pendant 2 min. Pour l’extracteur DionexTM ASE 200, les 3 cycles d’extraction ont été 

identiques, consistant en un préchauffage de 5 min, suivi d’une phase statique à 60 °C et 100 bars 

pendant 8 min, avant une décharge sous flux d’azote pendant 2 min. 

 Le solvant a été évaporé à siccité sous pression réduite à 40 °C par un évaporateur rotatif. 

2.2. Extraction par appareil de Soxhlet 

425 g de poudre de feuilles de Calophyllum tetrapterum (lot A, KL5382) ont été 

successivement extraits par le DCM et le MeOH au moyen d’un appareil de Soxhlet. Pour chaque 

solvant, l’opération a duré 72 heures. Les extraits obtenus ont ensuite été concentrés sous pression 

réduite à 40 °C à l’aide d’un évaporateur rotatif, pour obtenir des extraits DCM et MeOH secs de 26,2 

g (rendement 6,2 %) et 56,1 g (rendement 13,2 %) respectivement. 

3. Méthodes de purification 

3.1. Extraction en phase solide 

Les extraits méthanoliques riches en tanins ont été purifiés par extraction en phase solide 

(SPE) sur cartouche de polyamide Upti-CleanTM P6 1 g/6 mL (Interchim, Montluçon, France). Environ 

50 mg d’extrait solubilisé dans 5 mL de MeOH ont été chargés sur la cartouche, préalablement 

activée par 20 mL de MeOH. Les produits non retenus sur la colonne ont ensuite été élués par environ 

30 mL de MeOH. 
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3.2. Chromatographie sur colonne ouverte 

Pour réaliser les chromatographies sur colonne ouverte, des colonnes en verre de 15  1,5 

cm et de 12  1,5 cm ont été ont été remplies de gel de silice Si60 40-63 µm (Merck, Darmstadt, 

Allemagne). La proportion de phase stationnaire choisie a été de 100 g de silice pour 1 g d’échantillon 

à purifier, et les échantillons ont été injectés sous forme liquide, dilués dans la phase mobile initiale. 

3.3. Chromatographie flash 

Les purifications par chromatographie flash ont été réalisées sur un système CombiFlash Rf-

200 (Teledyne Isco, Lincoln, NE, USA) et équipé de pompes binaires, d’un détecteur UV multi-

longueurs d’onde et d’un collecteur de fractions. 

 Les échantillons ont été injectés sous forme solide, adsorbés sur de la silice de 60 Å, 40-60 

µm (Acros Organics, Geel, Belgique) en cas de séparation en phase normale, ou sur de la silice C18 

de 70 Å, 45-75 µm (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) pour les séparations en phase 

inverse. Les colonnes pré-remplies utilisées en phase normale ont été des colonnes RediSep® Rf 40-

60 µm 80 g/125 mL et 125 g/210 mL (Teledyne Isco), PuriFlashTM PF-30SIHP 30 µm 4 g/5 mL et 40 

g/48 mL (Interchim), GraceResolvTM Silica 40 µm 12 g/16 mL, 24 g/32 mL et 330 g/440 mL (Grace 

Davison Discovery Science, Epernon, France). Celle utilisée en phase inverse a été une colonne 

Reveleris® C18 RP 40 µm 12 g/18 mL (Grace). 

3.4. Chromatographie liquide haute performance préparative et 
semi-préparative 

Pour les purifications par HPLC préparative, nous avons eu recours à une chaîne PrepStar 

assistée par le logiciel ProStar/Dynamax, et munie de deux pompes PrepStar 218, d’une vanne 

d’injection manuelle équipée d’une boucle de 5 mL, d’un détecteur UV-visible ProStar 325 et d’un 

collecteur ProStar 701 (Varian S.A., Beuvry, France). Les colonnes utilisées ont été une Omnispher 

C18 de 250  21,4 mm (10 µm) (Varian) et une Pursuit XRs C18 de 250  21,2 mm (5 µm) (Agilent 

Technologies, Les Ulis, France). 

Les séparations par HPLC semi-préparative ont été menées soit sur un système comprenant 

un module de séparation Waters 2695 et un détecteur UV à barrette de diodes Waters 2996 pilotés 

par le logiciel Empower 1 (Waters, Guyancourt, France), soit sur un appareil Agilent HP 1100 series 

muni d’une pompe quaternaire, d’un dégazeur, d’une vanne d’injection manuelle, d’un détecteur UV à 

barrette de diodes et d’un collecteur 1260 Infinity, et assisté du logiciel Chemstation for LC 3D 

(Agilent). Sur le premier appareil, une colonne Lichrospher® 100 RP18 de 150  4,6 mm (5 µm) 

(Merck) a été utilisée pour les séparations, tandis que sur l’appareil Agilent une colonne Luna C18 de 

250  10 mm (5 µm) (Phenomenex, Le Pecq, France) a été employée. 
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Avant injection pour HPLC préparative, les échantillons ont été solubilisés dans un mélange 

MeOH (qualité isocratique)/eau milliQ + 0,1 % d’acide formique le plus proche possible de la 

condition initiale d’élution, et filtrés sur une membrane en polytétrafluoroéthylène (PTFE) de 0,45 µm. 

Les échantillons séparés par HPLC semi-préparative ont quant à eux été solubilisés dans le MeOH 

(qualité gradient) avant d’être centrifugés à 13000 rotations par minute (RPM) pendant 10 min. 

3.5. Chromatographie sur couche mince préparative 

La CCM préparative a été réalisée sur une plaque de verre Silica gel 60 F254 de 20  20 cm, 

épaisseur de la couche 1 mm (Merck). L’échantillon a été déposé sous forme d’une bande horizontale 

à 2 cm du bord inférieur, puis développé dans une cuve chromatographique avec un éluant constitué 

de DCM et d’acétone en proportions 95/5. La plaque a été observée sous lampe UV à 254 nm et en 

partie révélée à la vanilline sulfurique afin de repérer les produits d’intérêt, qui ont ensuite été 

récupérés par grattage de la plaque de silice et désorption avec le DCM. 

4. Méthodes d’analyse 

4.1. Chromatographie sur couche mince 

Le choix des phases mobiles pour les fractionnements par chromatographie flash, sur colonne 

ouverte et sur couche mince préparative, ainsi que le suivi des fractionnements pour le 

rassemblement de fractions, ont été réalisés par CCM sur des plaques de silice 60 F254 de 0,2 mm 

d’épaisseur sur support d’aluminium (Merck). Les composés ont été visualisés après observation sous 

éclairage UV à 254 et 365 nm, ainsi que par révélation à la vanilline sulfurique. Cette dernière a 

consisté en une pulvérisation du révélateur suivie d’un chauffage de la plaque à l’étuve pendant 1 

min à 100 °C.   

4.2. Chromatographie liquide haute performance 

4.2.1. HPLC-UV-DAD 

Les analyses par HPLC ont été effectuées soit sur un module de séparation Waters 2695 

couplé à un détecteur UV à barrette de diodes Waters 2996 et piloté par le logiciel Empower 1 

(Waters), soit sur un équipement Agilent HP 1100 series équipé d’une pompe quaternaire, d’un 

dégazeur, d’une vanne d’injection manuelle et d’un détecteur UV à barrette de diodes, et assisté du 

logiciel Chemstation for LC 3D (Agilent). 

Avant injection, les échantillons ont été solubilisés dans le MeOH (qualité gradient) et 

centrifugés à 13000 RPM pendant 10 min afin d’éliminer les éventuelles particules en suspension. 10 

à 20 µL d’échantillon concentré à 1 à 10 mg/mL ont été injectés sur une colonne Lichrospher® 100 

RP18 de 150  4,6 mm (5 µm) (Merck), ou, pour la mise au point des séparations par HPLC (semi-) 

préparative, sur une colonne Luna C18 de 250  4,6 mm (5 µm) (Phenomenex), Omnispher C18 de 
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250  4,6 mm (5 µm) (Varian) ou Pursuit XRs C18 de 250  4,6 mm (5 µm) (Agilent). La phase 

mobile a été constituée d’eau acide (eau milliQ + 0,1 % d’acide formique) et de MeOH (qualité 

gradient) en proportions variables selon la méthode (cf. ci-dessous). Le débit a été fixé à 1 mL/min et 

la détection UV a été faite entre 200 et 400 ou 600 nm. 

Pour l’analyse de l’ensemble des extraits, un gradient linéaire standard a été appliqué sur la 

colonne Lichrospher®, allant de 100 % d’eau acide à 100 % de MeOH en 35 min, avant une phase 

isocratique de 10 min à 100 % de MeOH (méthode 1). 

Pour les analyses de l’extrait DCM des fruits de Mesua lepidota et de ses fractions, ont été 

appliquées : 

 la méthode 2, sur colonne Lichrospher®, consistant en un mode isocratique à 20/80 

(eau acide/MeOH) pendant 15 min suivi d’un gradient de 20/80 à 0/100 de 15 à 30 

min, puis 100 % de MeOH de 30 à 37 min ; 

 la méthode 3, sur colonne Omnispher, impliquant un mode isocratique à 15/85 (eau 

acide/MeOH) pendant 30 min puis un passage à 0/100 en 1 min, et un maintien à 

0/100 de 31 à 40 min ; 

 la méthode 4,  sur colonne Lichrospher®, avec une phase mobile constituée d’eau 

acide/MeOH à 20/80 de 0 à 30 min, puis de 100 % de MeOH de 31 à 40 min. 

 

Les systèmes d’élution utilisés pour l’analyse des fractions de l’extrait DCM de feuilles du lot A 

de Calophyllum tetrapterum ont été : 

 sur colonne Lichrospher® : 

- la méthode 5, un gradient allant d’eau acide/MeOH 55/45 à 0/100 en 25 min et 

suivi de 100 % de MeOH pendant 10 min ; 

- la méthode 6, un gradient allant d’eau acide/MeOH 30/70 à 0/100 en 25 min et 

suivi de 10 min à 100 % de MeOH ; 

- la méthode 7, un gradient allant d’eau acide/MeOH 45/55 à 0/100 en 25 min et 

terminé par 10 min à 0/100 ; 

 sur colonne Omnispher, la méthode 8, constituée du gradient suivant : eau 

acide/MeOH 45/55 de 0 à 10 min, passage à 15/85 en 2 min, isocratique à 15/85 de 

12 à 30 min, puis plateau à 0/100 atteint en 5 min ; 

  sur colonne Luna, la méthode 9, consistant en un gradient allant d’eau acide/MeOH 

30/70 à 0/100 en 10 min et suivi d’une élution isocratique avec 100 % de MeOH 

pendant 15 min. 

 

Concernant les analyses par HPLC-UV-DAD de l’extrait DCM de feuilles du lot B de 

Calophyllum tetrapterum et de ses fractions, les méthodes d’élution suivantes ont été utilisées : 
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 sur colonne Lichrospher®, la méthode 10, consistant en un mode isocratique à 20/80 

(eau acide/MeOH) pendant 20 min, suivi d’un gradient atteignant la proportion 0/100 

en 5 min ensuite maintenue de 25 à 35 min ; 

 sur colonne Pursuit XRs, la méthode 11, consistant en une série d’élutions 

isocratiques : eau acide/MeOH 10/90 pendant 10 min, 5/95 de 12 à 22 min, et enfin 

0/100 de 23 à 33 min. 

 

Les fractions de l’extrait DCM de feuilles de Mesua assamica ont été analysées par HPLC-UV-

DAD sur colonne Lichrospher®, avec la méthode 12, formée d’un gradient eau acide/MeOH 30/70 à 

10/90 en 25 min, suivi d’un plateau à 10/90 pendant 10 min, puis d’un nouveau gradient atteignant 

0/100 en 7 min, pour finir par un isocratique à 0/100 de 42 à 50 min. 

4.2.2. HPLC-UV-ESI-MSn 

Les analyses HPLC-UV-MSn ont été conduites sur un système Waters 2795 connecté à un 

détecteur UV Waters 2487 (Waters) et à un spectromètre de masse Esquire 3000 PLUS composé d’un 

système d’ionisation électrospray et d’un analyseur de type trappe ionique, et relié au logiciel HyStar 

(Bruker Daltonics, Wissembourg, France). Les spectres de masse ont été traités par le logiciel 

DataAnalysis (Bruker). 

Les échantillons ont été préparés de la même façon que précédemment et les conditions 

d’analyse ont été celles optimisées sur la colonne Lichrospher® 100 RP18 de 150  4,6 mm (5 µm) 

(Merck). La détection UV a été faite aux longueurs d’onde de 254 et 280 nm. 

Le spectromètre de masse a été réglé de la façon suivante : gaz de collision : hélium, 

amplitude d’énergie de collision : 1 V ; gaz de séchage et de nébulisation : N2, 7 L/min ; pression du 

gaz de nébulisation : 30 psi ; température de séchage : 340 °C ; débit : 1 mL/min ; split : 1:9 ; 

plage de mesures : m/z 50-1500 Da, avec une cible moyenne de 500 uma. Les analyses ont été 

enregistrées en modes d’ionisation positif et/ou négatif. 

4.2.3. HPLC-UV-DEDL 

Les analyses en HPLC-UV-DEDL ont été réalisées sur un appareil Ultimate 3000 Dionex équipé 

d’une pompe et d’un détecteur UV à barrette de diodes Ultimate 3000 Dionex (Thermo Fisher 

Scientific) et d’un détecteur évaporatif à diffusion de lumière PL-ELS 2100 (Varian), et piloté par le 

logiciel Chroméléon (Thermo Fisher Scientific). 

Les paramètres suivants ont été réglés au niveau du DEDL : température d’évaporation et de 

nébulisation : 50 °C ; débit du gaz : 1,6 SLM. 

Les échantillons, préparés comme précédemment, ont été injectés sur la colonne Lichrospher® 

100 RP18 de 150  4,6 mm (5 µm) (Merck). 
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4.3. Point de fusion 

Les mesures de point de fusion ont été effectuées sur un appareil StuartTM SMP3 (Bibby 

Scientific, Roissy Charles de Gaulle, France). 

4.4. Pouvoir rotatoire 

Les pouvoirs rotatoires ont été enregistrés sur un polarimètre Anton Paar MCP 300/500 

(Anton Paar, Les Ulis, France), à l’Institut de Chimie des Substances Naturelles (ICSN) de Gif-sur-

Yvette. 

4.5. Spectrophotométrie UV 

Les spectres UV ont été obtenus sur un spectrophotomètre UV-visible Thermo Scientific 

Evolution 60 (Thermo Fisher Scientific). 

4.6. Dichroïsme circulaire électronique 

La mesure des spectres de dichroïsme circulaire électronique (ECD) a été faite sur un 

spectropolarimètre JASCO J-810 (Jasco France, Bouguenais, France) à l’Université Paris Sud via 

l’ICSN. 

4.7. Résonance magnétique nucléaire 

Les spectres de RMN 1H et 13C ont été mesurés sur des spectromètres Jeol GSX WB 270 MHz 

(Jeol Europe, Croissy-sur-Seine, France), Bruker Avance DRX 300 ou 500 MHz, ou, pour le lépidotol A 

(94), Bruker Avance III HD 400 MHz (Bruker) par l’entreprise Bruker à Strasbourg. L’enregistrement 

des spectres de RMN bidimensionnelle (COSY, NOESY, HMQC, HMBC) a été effectué sur les 

spectromètres Bruker Avance DRX 500 MHz ou Bruker Avance III HD 400 MHz (Bruker). Des solvants 

deutérés appropriés ont été utilisés, le signal du solvant non deutéré résiduel servant de référence. 

Les valeurs des déplacements chimiques (δ) sont exprimées en partie par million (ppm) et les 

constantes de couplage (J) en Hertz (Hz). 

4.8. Spectrométrie de masse 

4.8.1. Spectrométrie de masse basse résolution 

La spectrométrie de masse par injection directe (ou infusion) a été réalisée au moyen du 

spectromètre de masse décrit dans la partie 3.2.2, dans les conditions standard suivantes : 

température : 250 °C ; débit : 4 L/min ; pression : 10 psi. 
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4.8.2. Spectrométrie de masse haute résolution 

Les spectres de masse haute résolution ont été enregistrés, après ionisation électrospray 

(ESI) en mode positif ou négatif, sur un spectromètre de masse LTQ-OrbitrapTM (Thermo Fisher 

Scientific) à l’Université Pierre et Marie Curie (UPMC). Les pics majoritaires sont décrits selon le 

rapport masse/charge (m/z).  

4.9. Cristallographie aux rayons X 

Les données de diffraction aux rayons X ont été obtenues à température ambiante et à la 

longueur d’onde de 0,71073 Å (radiation monochromatique Kα du molybdène), sur un diffractomètre 

Bruker KappaCCD (Bruker), à partir de monocristaux des composés analysés. 

4.10. Simulation des spectres ECD et des pouvoirs rotatoires 

Les calculs ont été effectués avec le programme Gaussian091, en phase gazeuse. Les 

géométries de l’état fondamental ont tout d’abord été optimisées par une méthode de la théorie de la 

fonctionnelle de la densité (DFT), avec la fonctionnelle hybride PBE0 (avec 25 % d’échange exact)2,3. 

La base de Pople de type 6-311++G(2df,2pd) a été utilisée, étant une méthode adaptée pour les 

calculs de pouvoir rotatoire et d’ECD4-6. Les rotations optiques ont été calculées par la méthode des 

GIAOs (gauge-invariant atomic orbitals)5,7. Les énergies des états excités ont été déterminées au 

même niveau de théorie que les états fondamentaux, par une méthode de DFT, et les ECD 

correspondants ont été obtenus par une forme gaussienne élargie (σ = 0,4 eV) avec l’application 

GaussSum8. 

5. Purification des composés 

5.1. Fractionnements de l’extrait DCM de fruits de Mesua lepidota 

5.1.1. Chromatographies flash réalisées sur l’extrait brut 

a) Chromatographie flash en phase inverse sur l’extrait 1 

120 mg de l’extrait 5436F_DCM ont été fractionnés par chromatographie flash en phase 

inverse sur colonne Reveleris® C18 12 g, en utilisant un mélange d’eau et de MeOH comme éluant. Le 

gradient de la phase mobile a été le suivant : 0 % → 50 % MeOH 0-10 min, 50 % → 75 % MeOH 10-

30 min, 75 % → 80 % MeOH 30-40 min, 80 % MeOH 40-78 min, 80 % → 90 % MeOH 78-88 min, 90 

% MeOH 88-98 min, 90 % → 100 % MeOH 98-99 min, 100 % MeOH 99-108 min. Le débit a été fixé 

à 20 mL/min et la détection a été faite à 226 et 301 nm. Quatre fractions ont été obtenues après 

regroupement selon les profils des CCM analytiques : 5436F_DCM_F1 (33 mg), 5436F_DCM_F2 (78 

mg), 5436F_DCM_F3 [lépidotol B (95)] (3,3 mg) et 5436F_DCM_F4 (19 mg). 
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b) Chromatographie flash en phase normale sur l’extrait 1 

Une chromatographie flash en phase normale a été menée sur 722 mg de l’extrait 

5436F_DCM obtenu suite à la première extraction des fruits, sur une colonne RediSep® Rf 80 g. A un 

débit de 40 mL/min et aux longueurs d’onde de détection 254 et 280 nm, le gradient suivant, 

utilisant du cyclohexane et de l’acétate d’éthyle (AcOEt) pendant 145 min, puis l’AcOEt et un mélange 

AcOEt/MeOH (80/20), a été appliqué : 0 % AcOEt 0-10 min, 0 % → 3 % AcOEt 10-15 min, 3 % 

AcOEt 15-25 min, 3 % → 5 % AcOEt 25-30 min, 5 % AcOEt 30-40 min, 5 % → 10 % AcOEt 40-45 

min, 10 % AcOEt 45-60 min, 10 % → 20 % AcOEt 60-70 min, 20 % AcOEt 70-80 min, 20 % → 100 

% AcOEt 80-130 min, 100 % AcOEt 130-145 min, 0 % → 100 % AcOEt/MeOH (80/20) 145-146 min, 

100 % AcOEt/MeOH (80/20) 146-160 min. Dix fractions ont été réunies d’après les profils CCM : 

5436F_DCM_A (7,3 mg), B (5,8 mg), C (35 mg), D (481 mg), E [lépidotol A (94)] (41 mg), F (80 

mg), G (28 mg), H (18 mg), I (3,7 mg) et J (17 mg). 

c) Chromatographie flash en phase normale sur l’extrait 2 

1,5 g de l’extrait obtenu à la suite de la seconde extraction des fruits ont été fractionnés par 

chromatographie flash en phase normale, sur la même colonne que précédemment (RediSep® Rf 80 

g), dans les mêmes conditions de débit (40 mL/min) et de détection UV (254 et 280 nm). Le gradient 

de la phase mobile, constituée des mêmes éluants que précédemment (cyclohexane et AcOEt puis 

AcOEt et AcOEt/MeOH 80/20), a quant à lui été adapté de la façon suivante pour améliorer la 

séparation des composés : 0 % AcOEt 0-20 min, 0 % → 3 % AcOEt 20-25 min, 3 % AcOEt 25-45 

min, 3 % → 5 % AcOEt 45-50 min, 5 % AcOEt 50-70 min, 5 % → 10 % AcOEt 70-80 min, 10 % 

AcOEt 80-95 min, 10 % → 20 % AcOEt 95-100 min, 20 % AcOEt 100-105 min, 20 % → 100 % AcOEt 

105-130 min, 100 % AcOEt 130-140 min, 0 % → 100 % AcOEt/MeOH (80/20) 140-141 min, 100 % 

AcOEt/MeOH (80/20) 141-155 min. Les contenus des tubes collectés ont été rassemblés en 12 

fractions : 5436F_DCM_A’ (6,7 mg), B’ (28 mg), C’ (288 mg), D’ (178 mg), E’ (757 mg), F’ (25 mg), 

G’ (39 mg), H’ (22 mg), I’ (18 mg), J’ (31 mg), K’ (47 mg) et L’ (67 mg). 

5.1.2. HPLC (semi-)préparatives conduites sur les fractions 

a) Purification de la fraction 5436F_DCM_B 

La fraction 5436F_DCM_B a été purifiée par HPLC semi-préparative sur la colonne 

Lichrospher® 100 RP18 150  4,6 mm (5 µm). La méthode utilisée a été la méthode 4 (cf. 4.2.1) 

avec un débit de 1 mL/min. La détection à 254 nm a permis une collecte manuelle. Trois injections de 

100 µL du produit (5,8 mg) solubilisé dans le MeOH (19 mg/mL) ont conduit à l’isolement de 0,4 mg 

de lépidotine B (100) (5436F_DCM_B 26min). 
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b) Purification de la fraction 5436F_DCM_C 

Une HPLC préparative a été réalisée sur la fraction 5436F_DCM_C (35 mg), avec la colonne 

Omnispher C18 250  21,4 mm (10 µm). Deux injections de 5 mL de produit dilué à 3,5 mg/mL dans 

un mélange eau acide/MeOH 10/90 ont été faites. La phase mobile, constituée d’eau acide (0,1 % 

d’acide formique) et de MeOH, a consisté en : 82 % MeOH 0-70 min, 82 % → 85 % MeOH 70-75 min, 

85 % MeOH 75-95 min, 85 % → 90 % MeOH 95-100 min, 90 % MeOH 100-105 min, 90 % → 100 % 

MeOH 105-110 min, 100 % MeOH 110-130 min. Le débit a été fixé à 22 mL/min, et les longueurs 

d’onde de détection à 300 et 330 nm au vu des λmax des composés présents. Quatre produits purifiés 

ont été récupérés : la lépidotine A (99) (5436F_DCM_C_t91-92, 1,8 mg), le lépidotol A (94) 

(5436F_DCM_C_t95-96, 4,9 mg), la lépidotine B (100) (5436F_DCM_C_t99-102, 2,1 mg) et le 

lépidotol B (95) (5436F_DCM_C_t103-105, 3,8 mg). 

c) Purification de la fraction 5436F_DCM_H’ 

La fraction H’ a été purifiée par HPLC semi-préparative sur la colonne Lichrospher® 100 RP18 

150  4,6 mm (5 µm). 21,6 mg d’échantillon ont été solubilisés à 36 mg/mL dans le MeOH afin 

d’injecter 6 fois 100 µL, selon le gradient d’élution suivant, constitué d’eau acide (0,1 % d’acide 

formique) et de MeOH : 80 % MeOH 0-10 min, 80 % → 100 % MeOH 10-11 min, 100 % MeOH 11-21 

min, au débit de 1 mL/min. Une fraction de 1,0 mg (5436F_DCM_H’1), dont le constituant majoritaire 

est le lépidotol E (98) (aire sous la courbe pour ce composé = 30 % à 301 nm), a été retenue. 

d) Purification de la fraction 5436F_DCM_I’ 

Un fractionnement de 5436F_DCM_I’ a été effectué par HPLC semi-préparative, sur la colonne 

Lichrospher® 100 RP18 150  4,6 mm (5 µm), selon la méthode 4 (cf. 4.2.1), à 1 mL/min. Le produit 

(17,8 mg) a été injecté par volumes de 100 µL dilués à 17 mg/mL. Trois composés ont été 

manuellement collectés, par détection à 254 nm : le lépidotol E (98) (5436F_DCM_I’ 5min, 0,2 mg), 

le lépidotol C (96) (5436F_DCM_I’ 18min, 1,6 mg) et le lépidotol D (97) (5436F_DCM_I’ 26min, 0,5 

mg). 

e) Purification de la fraction 5436F_DCM_J’ 

La fraction 5436F_DCM_J’ a également été purifiée par HPLC semi-préparative sur la colonne 

Lichrospher® 100 RP18 150  4,6 mm (5 µm). La phase mobile, constituée d’eau acide (0,1 % 

d’acide formique) et de MeOH, a été utilisée en mode isocratique avec 75 % de MeOH de 0 à 15 min, 

puis 100 % de MeOH de 16 à 26 min. Ainsi, 1,4 mg d’un mélange mammea A/OB (101) et mammea 

A/OC (102) (5436F_DCM_J’2), ainsi que 1,7 mg de mammea A/OC (101) purifié (5436F_DCM_J’3) 

ont été collectés. 
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5.2. Fractionnements de l’extrait DCM de feuilles du lot A de 

Calophyllum tetrapterum 

5.2.1. Chromatographie flash réalisée sur l’extrait brut 

L’extrait brut 5382L_DCM (26,1 g) a été fractionné par chromatographie flash en phase 

normale sur une colonne GraceResolvTM Silica 330 g, avec le DCM et un mélange DCM/MeOH 90/10 

comme éluants, selon le gradient suivant : 0 % DCM/MeOH 0-30 min, 0 → 50 % DCM/MeOH 30-120 

min, 50 → 100 % DCM/MeOH 120-140 min, à 65 mL/min. La détection a été réalisée à 254 et 290 

nm. Les profils des CCM ont conduit au rassemblement en 11 fractions : 5382L_DCM_FI (1,4 g), FII 

(1,1 g), FIII (1,0 g), FIV (6,6 g), FV (658 mg), FVI (405 mg), FVII (3,3 g), FVIII (5,3 g), FIX (2,1 g), 

FX (564 mg) et FXI (2,9 g). 

5.2.2. Fractionnement de la fraction FIII et réaction d’acétylation 

a) Chromatographie flash réalisée sur la fraction FIII 

500 mg de la fraction 5382L_DCM_FIII ont été purifiés par chromatographie flash en phase 

inverse sur une colonne Reveleris® C18 12 g. L’élution a été faite à un débit de 30 mL/min, avec le 

gradient suivant composé d’eau et de MeOH : 40 % MeOH 0-7 min, 40 % → 70 % MeOH 7-20 min, 

70 % → 80 % MeOH 20-40 min, 80 % → 100 % MeOH 40-55 min, 100 % MeOH 55-100 min. La 

longueur d’onde de détection a été fixée à 254 nm. L’analyse des profils en CCM a conduit à la 

réunion en 15 fractions : 5382L_DCM_FIII-1 (11,6 mg), 2 (5,0 mg), 3 (6,8 mg), 4 (10,6 mg), 5 (7,4 

mg), 6 (0,9 mg), 7 (1,4 mg), 8 (4,1 mg), 9 (2,1 mg), 10 (5,5 mg), 11 (13,8 mg), 12 (9,8 mg), 13 

(14,3 mg), 14 (56 mg) et 15 (118 mg). 

b) Acétylation de la fraction FIII-11 

La réaction d’acétylation a été effectuée dans un pilulier, selon la méthode décrite par Verotta 

et al.9. Elle a consisté à faire réagir la fraction 5382L_DCM_FIII-11 (12 mg) avec du chlorure 

d’acétyle (0,1 mL, soit 1,406 mmol) en large excès, dans 2 mL de pyridine anhydre, à 25 °C pendant 

2 h et sous atmosphère inerte (N2). Le produit de la réaction a ensuite été dilué dans 20 mL d’eau 

distillée, puis extrait deux fois par l’acétate d’éthyle (2  20 mL). La phase organique a été lavée par 

une solution d’acide chlorhydrique à 10 % (1  20 mL) puis par une solution saturée en bicarbonate 

de sodium (2  20 mL). L’ajout d’une solution saturée en chlorure de sodium a permis le retour à la 

neutralité avant séchage de la solution par du sulfate de sodium, filtration et évaporation du solvant 

sous pression réduite. 

c) Purification de la fraction FIII-11 après réaction d’acétylation 

La fraction 5382L_DCM_FIII-11-AC (fraction après réaction) a été purifiée par HPLC semi-

préparative sur la colonne Luna C18 250  10 mm (5 µm). 3 mg d’échantillon ont été injectés à 4 



Partie expérimentale 

 

Caroline ROUGER | Activité pharmacologique de dérivés polyphénoliques isolés de Clusiaceae et de Calophyllaceae 

malaisiennes : effets régulateurs sur des marqueurs endothéliaux de l’inflammation et de l’immunité   209 

reprises et élués selon la méthode suivante, comprenant de l’eau acide (0,1 % d’acide formique) et 

du MeOH : 70 % → 100 % MeOH 0-10 min puis 100 % MeOH 10-27 min, à un débit de 4,7 mL/min. 

1,5 mg de tétraptérine (106) (5382L_DCM_FIII-11-AC-1) ont été purifiés. 

5.2.3. Fractionnement de la fraction FIV 

a) Purifications par chromatographies flash 

 Fractionnement de FIV 

La chromatographie flash en phase normale conduite sur 5382L_DCM_FIV (6,4 g) a requis 

l’utilisation d’une colonne RediSep® Rf 125 g et un éluant composé de cyclohexane et d’acétate 

d’éthyle puis acétate d’éthyle et MeOH. Pour une détection à 254 et 290 nm, et un débit de 55 

mL/min, le système d’élution appliqué a été : 0 % → 30 % AcOEt 0-35 min, 30 % AcOEt 35-50 min, 

30 % → 100 % AcOEt 50-60 min, 100 % AcOEt 60-70 min, 0 → 10 % MeOH 70-85 min. 14 fractions 

ont été récoltées avec un rendement total de 57 %, parmi lesquelles 5382L_DCM_FIV-6 (1,1 g), 7 

(656 mg) et 8 (1,2 g). 

 Fractionnement de FIV-6 

La fraction 5382L_DCM_FIV-6 (1,06 g) a été fractionnée par chromatographie flash en phase 

normale, sur colonne PuriFlashTM PF-30SIHP de 40 g. Le gradient d’élution, constitué de cyclohexane 

et d’AcOEt a été : 0 % → 20 % AcOEt 0-90 min, 20 % → 50 % AcOEt 90-100 min. Le débit d’élution 

a été de 30 mL/min et la détection UV a été faite à 254 et 290 nm. Les fractions 5382L_DCM_FIV-6-1 

(623 mg), 2 (199 mg) et 3 (161 mg) ont été collectées. 

 Fractionnement de FIV-6-1 

Pour le fractionnement de 5382L_DCM_FIV-6-1 (621 mg), une colonne PuriFlashTM PF-30SIHP 

de 40 g a été utilisée, dans les conditions d’élution (cyclohexane/AcOEt) suivantes : 0 % AcOEt 0-10 

min, 0 % → 20 % AcOEt 10-90 min, 20 % → 70 % AcOEt 90-105 min. Cette chromatographie flash 

en phase normale a été effectuée sous un débit de 25 mL/min, à des longueurs d’onde de détection 

de 254 et 290 nm. Les 4 fractions suivantes ont été constituées d’après leurs profils en CCM : 

5382L_DCM_FIV-6-1-1 (6,2 mg), 2 (318 mg), 3 (40 mg) et 4 (42 mg). 

 Fractionnement de FIV-6-1-2 

Par chromatographie flash en phase normale sur colonne GraceResolvTM Silica 24 g, la fraction 

5382L_DCM_FIV-6-1-2 (315 mg) a été fractionnée en utilisant un mélange de cyclohexane et d’AcOEt 

comme éluant : 3 % → 10 % AcOEt 0-90 min, 10 % AcOEt 90-100 min, 10 % → 30 % AcOEt 100-

105 min. Le débit a été fixé à 15 mL/min et les détections à 254 et 290 nm. 5 fractions ont été 
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rassemblées sur la base de leurs profils en CCM : 5382L_DCM_FIV-6-1-2-1 (26 mg), 2 (56 mg), 3 

(33 mg), 4 (5,6 mg) et 5 (5,8 mg). 

 Fractionnement de FIV-6-1-2-2 

La fraction 5382L_DCM_FIV-6-1-2-2 (56 mg) a été chromatographiée sur une colonne 

PuriFlashTM PF-30SIHP de 4 g, à un débit de 12 mL/min, avec des détections UV à 254 et 290 nm, et 

selon le système d’élution (cyclohexane/AcOEt) suivant : 2 % → 5 % AcOEt 0-20 min, 5 % AcOEt 20-

25 min, 5 % → 6 % AcOEt 25-26 min, 6 % AcOEt 26-45 min. 16 mg de tétraptérone (105) 

(5382L_DCM_FIV-6-1-2-2-2) ont été purifiés. 

 Fractionnement de FIV-6-ER 

Les fractions 5382L_DCM_FIV-6-1-3, FIV-6-1-4 et FIV-6-3, présentant des profils HPLC-UV 

identiques, ont été réunies en une fraction nommée 5382L_DCM_FIV-6-ER. Celle-ci (160 mg) a été 

fractionnée par chromatographie flash en phase normale sur colonne PuriFlashTM PF-30SIHP 40 g, 

avec un débit de 20 mL/min et des détections UV à 254 et 290 nm. L’éluant, constitué de 

cyclohexane et d’AcOEt, a consisté en un gradient : 0 % → 10 % AcOEt 0-30 min, 10 % → 70 % 

AcOEt 30-70 min, 70 % → 100 % AcOEt 70-75 min. Avec un rendement total de 75 %, 6 fractions 

ont été obtenues, dont la fraction 5382L_DCM_FIV-6-ER-4 (20,6 mg). 

b) Purification de la fraction FIV-6-1-2-1 par CCM préparative 

La fraction 5382L_DCM_FIV-6-1-2-1 (25 mg) a été fractionnée par CCM préparative, selon la 

méthode décrite dans la partie 3.5. Cinq fractions ont été obtenues : 5382L_DCM_FIV-6-1-2-1-1a (Rf 

0,72, 1,6 mg), 1b [canophyllol (109), Rf 0,72, 1 mg], 2 (Rf 0,59, 1,0 mg), 3 [mélange stigmastérol 

(82) et β-sitostérol (110), Rf 0,50, 4,5 mg] et 4 (Rf 0,79, 2,7 mg). 

c) Purification de la fraction FIV-6-ER-4 par HPLC préparative 

Une HPLC préparative a été conduite sur la fraction 5382L_DCM_FIV-6-ER-4 (20 mg), avec la 

colonne Omnispher C18 250  21,4 mm (10 µm). Le produit a été injecté dilué à 4 mg/mL dans 5 mL 

d’éluant. La phase mobile, constituée d’eau acide (0,1 % d’acide formique) et de MeOH, a consisté 

en 55 % à 100 % MeOH de 0 à 30 min suivis de 100 % MeOH de 30 à 35 min. Le débit a été fixé à 

22 mL/min, et les longueurs d’onde de détection à 254 et 290 nm. Le composé 107 

(5382L_DCM_FIV-6-ER-4-t26, 1,0 mg) et le PPAP 108 (5382L_DCM_FIV-6-ER-4-t31-32, 1,2 mg) ont 

été purifiés. 
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5.2.4. Fractionnement de la fraction FVI 

a) Chromatographie flash réalisée sur FVI 

Le fractionnement de 5382L_DCM_FVI (405 mg) a tout d’abord consisté en une 

chromatographie flash en phase normale sur colonne PuriFlashTM PF-30SIHP 40 g, à un débit de 30 

mL/min, avec des détections UV à 254 et 310 nm. L’éluant a été composé de DCM et d’un mélange 

DCM/MeOH (95/5), et la méthode d’élution utilisée a été : DCM/MeOH (95/5): 0 % 0-8 min, 0 % → 5 

% 8-25 min, 5 % 25-33 min, 5 % → 10 % 33-40 min, 10 % 40-48 min, 10 % → 20 % 48-55 min, 20 

% 55-63 min, 20 % → 100 % 63-75 min, 100 % 75-85 min. Neuf fractions ont été collectées avec un 

rendement total de 47 %, dont 5382L_DCM_FVI-2 [3-hydroxy-2-méthoxyxanthone (111), 4,3 mg] et 

3 (30,6 mg). 

b) Purifications par chromatographies sur colonne ouverte 

 Fractionnement de FVI-3 

Une colonne en verre de 12  1,5 cm a été utilisée pour la purification de 5382L_DCM_FVI-3. 

Un gradient de dichlorométhane et d’acétate d’éthyle (100:0 à 95:5) a été utilisé, afin de récupérer 3 

fractions : 5382L_DCM_FVI-3-1 (26,6 mg), 2 (1,2 mg) et 3 (0,8 mg). 

 Fractionnement de FVI-3-1 

La fraction 5382L_DCM_FVI-3-1 (26,6 mg) a également été fractionnée par chromatographie 

sur colonne ouverte, à l’aide d’une colonne de 15 cm de long et de 1,5 cm de diamètre. La phase 

mobile a consisté en un gradient allant de 100 % de cyclohexane à un mélange cyclohexane/AcOEt 

95/5. Trois produits ont ainsi été purifiés : le canophyllol (109) (5382L_DCM_FVI-3-1-1, 9 mg), le 

composé 112 (5382L_DCM_FVI-3-1-2, 3 mg) et la 3-hydroxy-2-méthoxyxanthone (111) 

(5382L_DCM_FVI-3-1-4, 1,5 mg). 

5.3. Fractionnements de l’extrait DCM de feuilles du lot B de 
Calophyllum tetrapterum 

5.3.1. Chromatographie flash réalisée sur l’extrait brut 

L’extrait brut 5617L_DCM (415 mg) a été fractionné par chromatographie flash en phase 

normale sur une colonne PuriFlashTM PF-30SIHP de 40 g, avec une phase mobile constituée de 

cyclohexane et d’acétate d’éthyle selon la méthode suivante : 0 → 20 % AcOEt 0-90 min, 20 → 100 

% AcOEt 90-100 min, 100 % AcOEt 100-120 min. Le débit a été de 20 mL/min et la détection a été 

faite à 254 et 280 nm. D’après les profils chromatographiques de la chromatographie flash et de 

CCM, 23 fractions ont été regroupées : 5617L_DCM_F1 (5,0 mg), F2 (2,7 mg), F3 (29 mg), F4 (4,0 

mg), F5 (6,9 mg), F6 (10 mg), F7 (3,7 mg), F8 (18 mg), F9 (6,9 mg), F10 (5,3 mg), F11 (103 mg), 
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F12 (75 mg), F13 (26 mg), F14 (5,7 mg), F15 (11 mg), F16 (10 mg), F17 (2,1 mg), F18 (8,7 mg), 

F19 (7,4 mg), F20 (6,3 mg), F21 (17 mg), F22 (5,7 mg) et F23 (69 mg). 

5.3.2. Fractionnement de la fraction F12 

Une HPLC préparative a été réalisée sur la fraction 5617L_DCM_F12 (40 mg), avec la colonne 

Pursuit XRs C18 250  21,2 mm (5 µm). 5 mL de produit dilué à 4 mg/mL dans un mélange eau 

acide/MeOH 10/90 ont été injectés à 2 reprises. La phase mobile, constituée d’eau acide (0,1 % 

d’acide formique) et de MeOH, a consisté en : 90 % MeOH 0-10 min, 90 % → 95 % MeOH 10-12 min, 

95 % MeOH 12-15 min. Le débit a été fixé à 22 mL/min, et les longueurs d’onde de détection à 254 

et 270 nm. L’acide tétraptérique (115) (5617L_DCM_F12-2, 5,3 mg) et l’acide blancoïque (114) 

(5617L_DCM_F12-3, 11,3 mg) ont été isolés. 

5.4. Fractionnement de l’extrait DCM de feuilles de Mesua assamica 

Les 271 mg d’extrait brut 5442L_DCM ont été fractionnés par chromatographie flash en phase 

normale sur une colonne GraceResolvTM Silica de 12 g. L’éluant a été composé de cyclohexane et d’un 

mélange AcOEt/MeOH (90/10), et la méthode d’élution, exprimée en pourcentage du second solvant 

(mélange AcOEt/MeOH), a été la suivante : 0 % 0-15 min, 0 → 10 % 15-25 min, 10 % 25-30 min, 10 

→ 20 % 30-40 min, 20 % 40-45 min. Le débit a été fixé à 15 mL/min et les composés ont été 

détectés à 254 et 280 nm. Ce fractionnement a permis l’obtention de 10 fractions : 5442L_DCM_F1 

(24 mg), F2 (1,1 mg), F3 (14 mg), F4 (25 mg), F5 (18 mg), F6 (28 mg), F7 (19 mg), F8 (16 mg), F9 

(47 mg) et F10 (70 mg). 

6. Données spectrales des composés isolés 

Les spectres UV présentés sont ceux enregistrés par le détecteur à barrette de diodes couplé à 

l’HPLC, dans la condition d’élution indiquée pour le temps de rétention (tR). 
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6.1. Phénylcoumarines isolées des fruits de Mesua lepidota 

 Lépidotol A 94 

        

Figure 128. Structure et spectre UV du lépidotol A (94) 

 

 Aspect : aiguilles jaunes 

 HPLC : tR = 20,0 min (méthode 2) 

 Point de fusion : 88 – 90 °C 

 Formule brute : C29H32O5 

 HRESIMS : m/z 461,2324 [M+H]+ (masse calculée : 461,2323) 

 UV (nm, MeOH) λmax (log ε) : 226 (3,96), 298 (3,86), 392 (3,68) 

 

Tableau 25. RMN 1H (300 MHz) et 13C (125 MHz) [CDCl3, δ ppm (TMS = 0), (multiplicité, J 

Hz)] du lépidotol A (94) 

Position 13C 1H  Position 13C 1H 

2 158,6 
 

 4' 128,8 7,39, m 

3 110,8 5,94, s  1''a, 1''b 38,2 2,64, m 

4 157,9 
 

 2''a, 2''b 117,5 4,83, t (7,5) 

4a 107,3 
 

 3''a, 3''b 136,2  

5 200,4 
 

 4''a, 4''b 18,1 1,55, s 

6 62,3 
 

 5''a, 5''b 26,1 1,61, s 

7 192,8 
 

 1''' 205,2  

8 104,6 
 

 2''' 37,2 3,99, hept (6,7) 

8a 168,0 
 

 3''' 19,6 1,31, d (6,7) 

1' 138,5 
 

 4''' 19,6 1,31, d (6,7) 

2', 6' 126,9 7,15, dd (7,9, 1,4)  OH-7  18,87, s 

3', 5' 128,1 7,39, m     
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Tableau 26. Données de diffraction aux rayons X du lépidotol A (94) 

Formule chimique C29H32O5 

Poids moléculaire 460,55 

Système cristallin, groupe d’espace Orthorombique, Pbca 

Maille élémentaire 
a = 24,274(2) Å,   α = 90 ° 

b = 16,262(1) Å,   β = 90 ° 

c = 12,626(2) Å,   γ = 90 ° 

Volume 4984,0(9) Å3 

Z, densité calculée 8, 1,228 Mg/m3 

Coefficient d’absorption 0,083 mm-1 

F(000) 1968 

Dimensions du cristal 0,36  0,17  0,13 mm 

Domaine angulaire (θ) 3,33 ° – 27,52 ° 

Indices de Miller -31≤h≤29, -16≤k≤19, -14≤l≤16 

Nombre de réflexions mesurées / indépendantes 52592 / 5512 [R(int) = 0,1208] 

Complétude à θ = 25,00 98,6 % 

Correction d’absorption Semi-empirique sur les réflexions équivalentes 

Transmission max. et min. 0,989 et 0,877 

Méthode d’affinement Par moindres carrés sur F2 

Données / restrictions / paramètres 5512 / 0 / 317 

Facteur de véracité sur F2 1,023 

R [I>2σ(I)] R1 = 0,0598, wR2 = 0,1082 

R (ensemble des données) R1 = 0,1791, wR2 = 0,1426 

Densité électronique résiduelle 0,207 et -0,231 e.Å-3 

Numéro de dépôt CCDC 1053375 
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 Lépidotol B 95 

        

Figure 129. Structure et spectre UV du lépidotol B (95) 

 

 Aspect : cristaux jaunes 

 HPLC : tR = 23,2 min (méthode 2) 

 Point de fusion : 73 – 75 °C 

 Formule brute : C30H34O5 

 HRESIMS : m/z 473,2312 [M-H]- (masse calculée : 473,2333) 

 [α]D

2 1 : + 12 °.[dm.g/cm3]-1 (c 0,1, CHCl3) 

 UV (nm, MeOH) λmax (log ε) : 226 (4,10), 302 (3,96), 394 (3,91) 

 

Tableau 27. RMN 1H (300 MHz) et 13C (125 MHz) [CDCl3, δ ppm (TMS = 0), (multiplicité, J 
Hz)] du lépidotol B (95) 

Position 13C 1H  Position 13C 1H 

2 158,4 
 

 4' 128,7 7,39, m 

3 110,7 5,94, s  1''a, 1''b 38,1 2,65, m 

4 157,7 
 

 2''a, 2''b 117,4 4,82, m 

4a 107,2 
 

 3''a, 3''b 136,0  

5 200,4 
 

 4''a, 4''b 18,0 1,55, s et 1,54, s 

6 62,1 
 

 5''a, 5''b 25,9 1,61, s et 1,58,s 

7 192,7 
 

 1''' 204,4  

8 105,2 
 

 2''' 43,5 3,81, sext (7,0) 

8a 167,8 
 

 3''' 27,6 1,87, sext (7,0) et 1,55, m 

1' 138,3 
 

 4''' 11,7 1,00, t (7,0) 

2', 6' 126,7 7,15, dd (8,0, 1,6)  5''' 17,0 1,30, d (7,0) 

3', 5' 127,9 7,39, m  OH-7  18,91, s 
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 Lépidotol C 96 

        

Figure 130. Structure et spectre UV du lépidotol C (96) 

 

 Aspect : poudre jaune 

 HPLC : tR = 17,5 min (méthode 4) 

 Formule brute : C28H30O5 

 HRESIMS : m/z 445,2026 [M-H]- (masse calculée : 445,2020) 

 UV (nm, MeOH) λmax (log ε) : 285 (3,47), 400 (3,58) 

 

Tableau 28. RMN 1H (500 MHz) et 13C (125 MHz) [CDCl3, δ ppm (TMS = 0), (multiplicité, J 

Hz)] du lépidotol C (96) 

Position 13C 1H  Position 13C 1H 

2 158,4 
 

 3', 5' 127,9 7,39, m 

3 110,5 5,94, s  4' 128,7 7,39, m 

4 157,8 
 

 1''a, 1''b 37,8 2,65, d (7,4) 

4a 107,0 
 

 2''a, 2''b 117,3 4,82, t (7,4) 

5 199,6 
 

 3''a, 3''b 136,0  

6 61,9 
 

 4''a, 4''b 18,0 1,55, s 

7 192,5 
 

 5''a, 5''b 25,9 1,61, s 

8 105,0 
 

 1''' 201,8  

8a 167,9 
 

 2''' 34,5 3,26, q (7,2) 

1' 138,3 
 

 3''' 9,1 1,30, t (7,2) 

2', 6' 126,7 7,14, dd (7,8, 1,3)  OH-7  18,93, s 
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 Lépidotol D 97 

        

Figure 131. Structure et spectre UV du lépidotol D (97) 

 

 Aspect : poudre jaune 

 HPLC : tR = 25,3 min (méthode 4) 

 Formule brute : C29H32O5 

 HRESIMS : m/z 459,2182 [M-H]- (masse calculée : 459,2177) 

 UV (nm, MeOH) λmax (log ε) : 285 (3,59), 405 (3,52) 

 

Tableau 29. RMN 1H (500 MHz) et 13C (125 MHz) [CDCl3, δ ppm (TMS = 0), (multiplicité, J 

Hz)] du lépidotol D (97) 

Position 13C 1H  Position 13C 1H 

2 158,3 
 

 4' 128,7 7,39, m 

3 110,7 5,94, s  1''a, 1''b 37,9 2,65, d (7,1) 

4 157,4 
 

 2''a, 2''b 117,3 4,82, t (7,1) 

4a 106,9 
 

 3''a, 3''b 136,0  

5 200,4 
 

 4''a, 4''b 18,0 1,55, s 

6 62,1 
 

 5''a, 5''b 25,9 1,60, s 

7 192,6 
 

 1''' 200,5  

8 105,2 
 

 2''' 42,4 3,16, t (7,3) 

8a 165,9 
 

 3''' 19,3 1,82, sext (7,3) 

1' 138,3 
 

 4''' 13,8 1,08, t (7,3) 

2', 6' 126,7 7,15, dd (6,9, 1,1)  OH-7  18,87, s 

3', 5' 127,9 7,39, m     
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 Lépidotol E 98 

        
Figure 132. Structure et spectre UV du lépidotol E (98) 

 

 Aspect : poudre jaune 

 HPLC : tR = 4,4 min (méthode 4) 

 Formule brute : C29H32O6 

 HRESIMS : m/z 475,2125 [M-H]- (masse calculée : 475,2126) 

 [α]D

2 1 : – 6 °.[dm.g/cm3]-1 (c 0,05, CHCl3) 

 UV (nm, MeOH) λmax (log ε) : 290 (3,90), 325 (3,81), 405 (3,80) 

 

Tableau 30. RMN 1H (500 MHz) et 13C (125 MHz) [CDCl3, δ ppm (TMS = 0), (multiplicité, J 

Hz)] du lépidotol E (98) 

Position 13C 1H  Position 13C 1H 

2 158,3 
 

 2''a 117,9 4,74, t (7,1) 

3 110,7 5,97, s  3''a 135,9  

4 157,9 
 

 4''a 18,1 1,57, m 

4a 107,0 
 

 5''a 25,8 1,67, m 

5 199,3 
 

 1''b 124,9 5,70, d (15,9) 

6 63,4 
 

 2''b 141,6 5,78, d (15,9) 

7 190,0 
 

 3’’b 70,0  

8 103,7 
 

 4''b 29,8a 1,31, m 

8a 168,5 
 

 5''b 29,9a 1,31, m 

1' 138,0 
 

 1''' 204,8  

2', 6' 126,6 7,17, m  2''' 36,8 3,98, hept (6,6) 

3', 5' 128,1 7,39, m  3''' 19,5 1,32, d (6,6) 

4' 128,9 7,39, m  4''' 19,5 1,32, d (6,6) 

1''a 34,9 2,81, d (7,1)  OH-7  18,85, s 

  

                                              
a Interchangeables 



Partie expérimentale 

 

Caroline ROUGER | Activité pharmacologique de dérivés polyphénoliques isolés de Clusiaceae et de Calophyllaceae 

malaisiennes : effets régulateurs sur des marqueurs endothéliaux de l’inflammation et de l’immunité   219 

 Lépidotine A 99 

         

Figure 133. Structure et spectre UV de la lépidotine A (99) 

 

 Aspect : poudre jaune pâle 

 HPLC : tR = 18,7 min (méthode 4) 

 Formule brute : C24H24O5 

 HRESIMS : m/z 393,1699 [M+H]+ (masse calculée : 393,1697) 

 [α]D

2 1 : + 3 °.[dm.g/cm3]-1 (c 0,1, CHCl3) 

 UV (nm, MeOH) λmax (log ε) : 225 (4,22), 295 (4,15), 330 (3,99) 

 

Tableau 31. RMN 1H (500 MHz) et 13C (125 MHz) [CDCl3, δ ppm (TMS = 0), (multiplicité, J 

Hz)] de la lépidotine A (99) 

Position 13C 1H  Position 13C 1H 

2 159,4 
 

 4' 128,8 7,40, m 

3 110,9 6,05, s  2'' 91,5 4,26, q (6,6) 

4 155,6 
 

 3'' 43,4  

4a 98,5 
 

 4'' 14,0 1,07, d (6,6) 

5 161,2 
 

 5'' 20,2 1,19, s 

6 118,2 
 

 6'' 25,4 1,39, s 

7 164,8 
 

 1''' 210,8  

8 104,1 
 

 2''' 40,2 4,10, hept (6,7) 

8a 157,2 
 

 3''' 19,3 1,29, d (6,7) 

1' 137,6 
 

 4''' 19,4 1,30, d (6,7) 

2', 6' 127,5 7,30, m  OH-7  14,25, s 

3', 5' 127,8 7,40, m     
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 Lépidotine B 100 

        

Figure 134. Structure et spectre UV de la lépidotine B (100) 

 

 Aspect : poudre jaune pâle 

 HPLC : tR = 26,7 min (méthode 4) 

 Formule brute : C25H26O5 

 HRESIMS : m/z 407,1857 [M+H]+ (masse calculée : 407,1853) 

 [α]D

2 1 : 0 °.[dm.g/cm3]-1 (c 0,1, CHCl3) 

 UV (nm, MeOH) λmax (log ε) : 225 (4,02), 295 (3,90), 330 (3,66) 

 

Tableau 32. RMN 1H (500 MHz) et 13C (125 MHz) [CDCl3, δ ppm (TMS = 0), (multiplicité, J 

Hz)] de la lépidotine B (100) 

Position 13C 1H  Position 13C 1H 

2 159,4 
 

 4' 128,8 7,39, m 

3 111,0 6,05, s  2'' 91,5 et 91,4a 4,26, q (6,6) 

4 155,5 
 

 3'' 43,4  

4a 98,5 
 

 
4'' 14,1 et 14,0a 1,08, d (6,6) et 1,07, 

d (6,6)a 

5 161,2a 
 

 
5'' 20,3 et 20,2a 1,20, s et 

1,18, sa 

6 118,2a 

 

 
6'' 25,4 et 25,3a 1,39, s et 

1,38, sa 

7 
164,8 et 

164,7a  

 
1''' 

210,7 et 

210,6a  

8 
104,6 et 

104,5a  

 
2''' 46,8a 3,95, sext (6,6) 

8a 157,2a 

 
 3''' 27,3 et 27,2a 1,94, m et 1,49, m 

1' 137,7 
 

 
4''' 11,8a 1,03, t (7,5) et 1,01, t 

(7,5)a 

2', 6' 127,5 7,30, m 
 

5''' 16,7 et 16,6a 1,29, d (6,6) et 1,28, 

d (6,6)a 

3', 5' 127,8 7,39, m  OH-7  14,32, s et 14,30, sa 

 

  

                                              
a Les  signaux des deux formes tautomères sont observables. 
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 Mammea A/OB 10110,11 

        

Figure 135. Structure et spectre UV de mammea A/OB (101) 

 

 Aspect : poudre verdâtre 

 HPLC : tR = 4,2 min (méthode 4) 

 Formule brute : C20H18O5 

 Masse molaire : 338 g/mol 

 [α]D

2 1 : – 6 °.[dm.g/cm3]-1 (c 0,05, CHCl3) 

 UV (nm, MeOH) λmax (log ε) : 225 (4,07), 260 (3,82), 290 (3,87), 330 (3,98), 385 (3,31) 

 

Tableau 33. RMN 1H (500 MHz) et 13C (125 MHz) [CDCl3, δ ppm (TMS = 0), (multiplicité, J 
Hz)] de mammea A/OB (101) 

Position 13C 1H  Position 13C 1H 

2 158,7 
 

 2', 6' 127,4 7,43, m 

3 111,9 6,01, s  3', 5' 129,6 7,55, m 

4 154,1 
 

 4' 130,3 7,55, m 

4a 100,9 
 

 1'' 210,2  

5 159,6 
 

 2'' 46,9 3,93, sext (6,7) 

6 101,6 6,26, s  3'' 27,1 1,93, m et 1,49, m 

7 168,9 
 

 4'' 11,7 1,01, t (7,2) 

8 104,6 
 

 5'' 16,5 1,28, d (6,7) 

8a 157,5 
 

 OH-7  14,11, s 

1' 136,4 
 

    

  



Partie expérimentale 

 

Caroline ROUGER | Activité pharmacologique de dérivés polyphénoliques isolés de Clusiaceae et de Calophyllaceae 

malaisiennes : effets régulateurs sur des marqueurs endothéliaux de l’inflammation et de l’immunité   222 

 Mammea A/OC 10212 

        

Figure 136. Structure et spectre UV de mammea A/OC (102) 

 

 Aspect : poudre verdâtre 

 HPLC : tR = 3,9 min (méthode 4) 

 Formule brute : C19H16O5 

 Masse molaire : 324 g/mol 

 

Tableau 34. RMN 1H (500 MHz) et 13C (125 MHz) [CDCl3, δ ppm (TMS = 0), (multiplicité, J 
Hz)] de mammea A/OC (102) 

Position 13C 1H  Position 13C 1H 

2 158,7 
 

 1' 136,4  

3 111,9 6,01, s  2', 6' 127,4 7,43, m 

4 154,1 
 

 3', 5' 129,6 7,55, m 

4a 100,9 
 

 4' 130,3 7,55, m 

5 159,6 
 

 1'' 206,0  

6 101,5 6,25, s  2'' 46,6 3,30, t (7,1) 

7 168,9 
 

 3'' 17,9 1,81, sext (7,1) 

8 104,6 
 

 4'' 13,8 1,06, t (7,1) 

8a 157,5 
 

 OH-7  14,11, s 
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6.2. Composés isolés des feuilles de Calophyllum tetrapterum 

 Tétraptérone 105 

        

Figure 137. Structure et spectre UV de la tétraptérone (105) 

 

 Aspect : résine incolore 

 HPLC : tR = 25,2 min (méthode 5) 

 Formule brute : C35H46O6 

 HRESIMS : m/z 561,3213 [M-H]- (masse calculée : 561,3222) 

 [α]D

2 1 : + 2 °.[dm.g/cm3]-1 (c 0,05, CHCl3) 

 

Tableau 35. RMN 1H (500 MHz) et 13C (125 MHz) [MeOH-d4 + 0,1 % TFA, δ ppm (TMS = 0), 
(multiplicité, J Hz)] de la tétraptérone (105) 

Position 13C 1H  Position 13C 1H 

1 196,2 
 

 18 26,2 1,70, d (6,2) 

2 117,2 
 

 19 18,2 1,71, s 

3 199,3 
 

 20 30,4 2,04, m 

4 61,5 
 

 21 125,6 4,82, t (6,7) 

5 38,9 2,26, m et 2,02, m  22 Non déterminé  

6 49,8 1,43, m  23 25,9 1,64, s 

7 50,7 
 

 24 17,6 1,40, s 

8 72,6 
 

 25 28,9 1,22, m 

9 210,2a 
 

 26 23,8 1,16, m 

10 210,3a 
 

 27 44,7 4,22, s large 

11 Non déterminé 2,57, m  28 40,9 3,03, m et 2,93, m 

12 23,8 1,77, m et 1,35, m  29 175,7  

13 12,0 0,96, m  30 143,7  

14 Non déterminé 1,10, m  31, 35 132,7 7,40, s large 

15 31,5 2,52, m  32, 34 128,9 7,16, m 

16 120,8 5,16, m  33 127,8 7,13, m 

17 135,7 
 

    

                                              
a Interchangeables 
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 Tétraptérine 106 [dérivé synthétisé à partir de la tétraptérone (105)] 

        

Figure 138. Structure et spectre UV de la tétraptérine (106) 

 

 Aspect : résine incolore 

 HPLC : tR = 14,4 min (méthode 9) 

 Formule brute : C35H44O5 

 Masse molaire : 544 g/mol 

 

Tableau 36. RMN 1H (500 MHz) et 13C (125 MHz) [CDCl3, δ ppm (TMS = 0), (multiplicité, J 
Hz)] de la tétraptérine (106) 

Position 13C 1H  Position 13C 1H 

1 164,0a 
 

 18 26,0 1,64, s 

2 111,6 
 

 19 18,1 1,69, s 

3 195,4 
 

 20 29,7 2,46, m et 2,24, m 

4 62,4 
 

 21 124,5 4,80, t (6,3) 

5 39,2 
2,16, dd (14,4, 6,9) et 

2,07, d large (14,4) 
 22 133,3  

6 49,5 1,36, m  23 25,8 1,64, s 

7 48,5 
 

 24 17,9 1,56, s 

8 64,9 
 

 25 27,0 0,89, s 

9 206,0 
 

 26 25,5 1,09, s 

10 203,1 
 

 27 39,2 4,66, m 

11 48,3 2,57, sext (6,7)  28 38,4 
2,74, dd (16,4, 4,1) et 

2,56, m 

12 24,4 1,74, m et 1,35, m  29 166,6a  

13 11,4 0,93, t (7,5)  30 139,5  

14 14,4 1,09, d (7,0)  31, 35 131,6 7,49, m 

15 30,7 2,52, m  32, 34 128,5 7,31, m 

16 118,6 4,98, t (6,4)  33 128,1 7,31, m 

17 135,4 
 

    

  

                                              
a Interchangeables 

254
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 Canophyllol 10913,14 

 

Figure 139. Structure du canophyllol (109) 

 

 Aspect : aiguilles blanches 

 HPLC : tR = 25,4 min (méthode 5) 

 Formule brute : C30H50O2 

 Masse molaire : 442 g/mol 

 [α]D

2 1 : – 24 °.[dm.g/cm3]-1 (c 0,1, CHCl3) 

 

Tableau 37. RMN 1H (270 MHz) et 13C (67,5 MHz) [CDCl3, δ ppm (TMS = 0), (multiplicité, J 
Hz)] du canophyllol (109) 

Position 13C 1H  Position 13C 1H 

1 22,2 
 

 16 29,1  

2 41,5 
 

 17 35,1  

3 213,3 
 

 18 39,4  

4 58,2 
 

 19 34,4  

5 42,0 
 

 20 28,1  

6 41,2 
 

 21 31,3  

7 18,2 
 

 22 33,3  

8 52,4 
 

 23 6,7 0,88, d (6,9) 

9 37,4 
 

 24 14,6 0,73, s 

10 59,5 
 

 25 18,0 0,87, s 

11 35,4 
 

 26 19,0 0,98, s 

12 30,0 
 

 27 19,1 0,92, s 

13 39,3 
 

 28 68,0 3,64, s 

14 38,1 
 

 29 34,2 1,00, s 

15 31,2 
 

 30 32,8 1,13, s 
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Tableau 38. Données de diffraction aux rayons X du canophyllol (109) 

Formule chimique C30H50O2 

Poids moléculaire 442,70 

Système cristallin, groupe d’espace Orthorhombique, P212121 

Maille élémentaire 
a = 6,457(1) Å,   α = 90 ° 

b = 14,0572(8) Å,   β = 90 ° 

c = 28,711(4) Å,   γ = 90 ° 

Volume 2606,0(6) Å3 

Z, densité calculée 4, 1,128 Mg/m3 

Coefficient d’absorption 0,068 mm-1 

F(000) 984 

Dimensions du cristal 0,39  0,09  0,07 mm 

Domaine angulaire (θ) 4,06 ° – 26,08 ° 

Indices de Miller -7≤h≤7, -17≤k≤13, -35≤l≤35 

Nombre de réflexions mesurées / indépendantes 19335 / 2899 [R(int) = 0,0526] 

Complétude à θ = 25,00 98,6 % 

Correction d’absorption Semi-empirique sur les réflexions équivalentes 

Transmission max. et min. 0,995 et 0,895 

Méthode d’affinement Par moindres carrés sur F2 

Données / restrictions / paramètres 2899 / 0 / 300 

Facteur de véracité sur F2 1,052 

R [I>2σ(I)] R1 = 0,0469, wR2 = 0,0916 

R (ensemble des données) R1 = 0,1126, wR2 = 0,1085 

Densité électronique résiduelle 0,150 et -0,139 e.Å-3 
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 Stigmastérol 8215,16 

 

Figure 140. Structure du stigmastérol (82) 

 

 Aspect : cristaux blancs 

 Rf sur CCM : 0,50 (DCM/acétone 95/5) 

 Formule brute : C29H48O 

 Masse molaire : 412 g/mol 

 

Tableau 39. RMN 1H (500 MHz) et 13C (125 MHz) [CDCl3, δ ppm (TMS = 0), (multiplicité, J 

Hz)] du stigmastérol (82) 

Position 13C 1H  Position 13C 1H 

1 37,4 1,84, m et 1,07, m   16 28,4  

2 29,8 1,48, m  17 56,1  

3 72,0 3,52, m  18 12,0 0,68, s 

4 42,5 
2,30, dd (13,1, 5,2) et 

2,24, m  
 19 19,6 1,01, s 

5 140,9 
 

 20 40,6 2,04, m 

6 121,9 5,35, d (3,8)  21 21,2 1,02, d (6,5) 

7 32,1 1,96, m  22 138,5 5,15, dd (15,2, 8,8) 

8 32,1 1,52, m  23 129,4 5,01, dd (15,2, 8,8) 

9 50,3 
 

 24 51,4  

10 36,7 
 

 25 31,8 1,52, m 

11 21,2 
 

 26 21,4 0,84, d (6,4) 

12 39,8 
 

 27 18,9 0,79, d (6,5) 

13 42,4 
 

 28 25,6  

14 56,9 
 

 29 12,4 0,80, m 

15 24,5 
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 β-Sitostérol 11015,16 

 

Figure 141. Structure du β-sitostérol (110) 

 

 Aspect : cristaux blancs 

 Rf sur CCM : 0,50 (DCM/acétone 95/5) 

 Formule brute : C29H50O 

 Masse molaire : 414 g/mol 

 

Tableau 40. RMN 1H (500 MHz) et 13C (125 MHz) [CDCl3, δ ppm (TMS = 0), (multiplicité, J 

Hz)] du β-sitostérol (110) 

Position 13C 1H  Position 13C 1H 

1 37,4 1,84, m et 1,07, m   16 28,4  

2 29,8 1,48, m  17 56,1  

3 72,0 3,52, m  18 12,0 0,68, s 

4 42,5 
2,30, dd (13,1, 5,2) et 

2,24, m  
 19 19,6 1,01, s 

5 140,9 
 

 20 36,3  

6 121,9 5,35, d (3,8)  21 18,9  

7 32,1 1,96, m  22 34,1  

8 32,1 1,52, m  23 26,2  

9 50,3 
 

 24 46,0  

10 36,7 
 

 25 29,0  

11 21,2 
 

 26 19,6  

12 39,8 
 

 27 19,2  

13 42,4 
 

 28 23,2  

14 56,9 
 

 29 12,2  

15 24,5 
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 3-Hydroxy-2-méthoxyxanthone 11117 

        

Figure 142. Structure et spectre UV de la 3-hydroxy-2-méthoxyxanthone (111) 

 

 Aspect : poudre jaune pâle 

 HPLC : tR = 9,5 min (méthode 5) 

 Formule brute : C14H10O4 

 Masse molaire : 242 g/mol 

 

Tableau 41. RMN 1H (270 MHz) et 13C (67,5 MHz) [CDCl3, δ ppm (TMS = 0), (multiplicité, J 

Hz)] de la 3-hydroxy-2-méthoxyxanthone (111) 

Position 13C 1H  Position 13C 1H 

1 105,4 7,70, s  8 126,6 8,34, dd (7,9, 1,8) 

2 144,5 
 

 8a 121,5  

3 152,5 
 

 9 176,3  

4 102,8 7,02, s  9a 115,1  

4a 152,8 
 

 10a 156,3  

5 117,8 7,48, d (8,0)  OMe-2 56,4 4,04, s 

6 134,1 
7,69, ddd (8,0, 7,5, 

1,8) 
 OH-3  6,38, s large 

7 123,8 7,37, dd (7,9, 7,5)     
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 Acide blancoïque 11418 

        

Figure 143. Structure et spectre UV de l’acide blancoïque (114) 

 

 Aspect : résine jaune verdâtre 

 HPLC : tR = 12,9 min (méthode 10) 

 Formule brute : C24H32O6 

 Masse molaire : 416 g/mol 

 

Tableau 42. RMN 1H (300 MHz) et 13C (125 MHz) [CDCl3, δ ppm (TMS = 0), (multiplicité, J 

Hz)] de l’acide blancoïque (114) 

Position 13C 1H  Position 13C 1H 

2 78,8 4,13, dq (13,2, 6,2)  12 10,5 1,20, d (7,0) 

3 45,6 2,52, dq (13,2, 7,0)  13 30,6 3,66, m 

4 199,4 
 

 
14 38,5 

2,81, dd (14,9, 8,2) et 

2,69, dd (14,9, 7,1) 

4a 101,8 
 

 15 179,0  

5 157,0 
 

 16 33,1 1,81, m et 1,52, m 

5a 102,6 
 

 17 27,3 1,27, m et 1,14, m 

6 115,6 6,60, d (10,0)  18 31,6 1,25, m 

7 125,7 5,46, d (10,0)  19 22,6 1,23, m 

8 78,1 
 

 20 14,1 0,83, t (6,7) 

9a 159,8 
 

 21 28,0 1,37, s 

10 108,8 
 

 22 28,4 1,44, s 

10a 156,2 
 

 OH-5  12,48, s 

11 19,5 1,47, d (6,2)     

  



Partie expérimentale 

 

Caroline ROUGER | Activité pharmacologique de dérivés polyphénoliques isolés de Clusiaceae et de Calophyllaceae 

malaisiennes : effets régulateurs sur des marqueurs endothéliaux de l’inflammation et de l’immunité   231 

 Acide tétraptérique 115 

        

Figure 144. Structure et spectre UV de l’acide tétraptérique (115) 

 

 Aspect : résine jaune verdâtre 

 HPLC : tR = 8,7 min (méthode 10) 

 Formule brute : C23H30O6 

 HRESIMS : m/z 403,2118 [M+H]+ (masse calculée : 403,2115) 

 

Tableau 43. RMN 1H et 13C [CDCl3, δ ppm (TMS = 0), (multiplicité, J Hz)] de l’acide 

tétraptérique (115) 

Position 13C 1H  Position 13C 1H 

2 78,7 4,13, dq (13,2, 6,3)  11 19,5 1,45, d (6,3) 

3 45,7 2,51, dq (13,2, 6,9)  12 10,5 1,19, d (6,9) 

4 199,4 
 

 13 36,0 3,44, td (10,1, 5,2) 

4a 101,9 
 

 
14 36,2 

2,90, dd (14,6, 10,1) 

et 2,70, dd (14,6, 5,2) 

5 157,0 
 

 15 179,0  

5a 102,4 
 

 16 37,1 1,83, m 

6 115,6 6,59, d (10,0)  17 26,9 1,61, m et 1,13, m 

7 125,6 5,44, d (10,0)  18 11,0 0,90, t (7,4) 

8 78,1 
 

 19 17,0 0,69, d (6,7) 

9a 159,8 
 

 20 28,0 1,33, s large 

10 108,9 
 

 21 28,5 1,43, s 

10a 156,2 
 

 OH-5  12,48, s 
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7. Evaluation de l’activité inhibitrice de la formation des AGEs 

L’activité inhibitrice de la formation des produits avancés de la glycation (AGEs) a été évaluée 

selon la méthode décrite par Séro et al.19. L’essai a été réalisé en microplaque de 96 puits à l’aide 

d’un automate Freedom Evo® 100 (Tecan, Lyon, France) dirigé par le logiciel Evoware. L’albumine de 

sérum bovin (BSA, 10 mg/mL) a été incubée avec le D-ribose (0,5 M) et l’extrait à tester (1 µg/mL à 

1 mg/mL) dans un tampon phosphate (50 mM) à pH 7,4 (0,02 % NaN3). Les solutions ont été 

incubées en microplaque (96 puits) à 37 °C pendant 24 h dans un système clos, avant mesure de la 

fluorescence des AGEs. Pour corriger les phénomènes d’interférence de fluorescence, la fluorescence 

résultant de l’incubation, dans les mêmes conditions, de la BSA (10 mg/mL) et de l’extrait testé (1 

µg/mL à 1 mg/mL), a été soustraite pour chaque mesure. Un contrôle négatif, correspondant à 100 

% d’inhibition de la formation des AGEs, a consisté en des puits contenant uniquement de la BSA. Un 

contrôle positif, relatif à une absence d’inhibition de la formation des AGEs, a consisté en des puits ne 

contenant que de la BSA (10 mg/mL) et du D-ribose (0,5 M). Le volume final de chaque puits a été 

de 100 µL. La fluorescence des AGEs de type vesperlysines (λexc 370 nm ; λem 440 nm) et de type 

pentosidine (λexc 335 nm ; λem 385 nm) a été mesurée par un spectrofluorimètre pour microplaques 

Infinite M200 (Tecan). Pour chaque concentration de produit testé, le pourcentage d’AGEs formés a 

été calculé par la formule suivante : [fluorescence (échantillon) – fluorescence (blanc de 

l’échantillon)] / [fluorescence (contrôle positif) – fluorescence (blanc du contrôle positif)]  100. La 

concentration d’extrait inhibant 50 % de la formation des AGEs (CI50) a été calculée à partir des 

courbes effet-dose en utilisant le logiciel SigmaPlot 12.5 (Systat Software GmbH, Erkrath, 

Allemagne), et comparée avec celle de l’aminoguanidine, composé de référence. 

8. Evaluation des activités cytotoxiques, anti-inflammatoires 

et immunosuppressives sur cellules endothéliales 

Les essais in vitro sur cellules endothéliales ont été effectués au sein de l’unité INSERM 1064 / 

Center of research in transplantation & immunology (CRTI) du CHU de Nantes, dans l’équipe du Dr. 

Béatrice Charreau. 

8.1. Culture des cellules endothéliales 

Les cellules endothéliales primaires de veine de cordon ombilical humain (HUVECs 16642 ou 

18071) (Lonza Verviers SPRL, Verviers, Belgique) ont été cultivées à 37 °C avec 5 % de CO2, dans un 

milieu de culture basal des cellules endothéliales (ECBM, PromoCell, Heidelberg, Allemagne) 

supplémenté par 10 % de sérum de veau fœtal (SVF) (HycloneTM, Thermo Fisher Scientific), 4 µL/mL 

de supplément de croissance des cellules endothéliales (ECGS)/Héparine, 0,1 ng/mL de facteur 

humain de croissance épithéliale (hEGF), 1 ng/mL de facteur humain basique de croissance des 

fibroblastes (hbFGF), 1 µg/mL d’hydrocortisone (C-39210, PromoCell), 2 mM de glutamine, 100 U/mL 
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de pénicilline et 100 µg/mL de streptomycine (Life Technologies, Cergy Pontoise, France). Les cellules 

à confluence ont été utilisées entre les passages 3 et 6. 

8.2. Evaluation de l’expression de VCAM-1 par ELISA cellulaire 

Pour réaliser le test en ELISA cellulaire, les cellules ont été cultivées jusqu’à confluence dans 

des plaques 96 puits à fond plat (Nunc, Roskilde, Danemark) prétraitées par de la gélatine à 1 %. 

L’essai a été réalisé selon le protocole décrit par Rakotomalala et al.20. Les cellules ont été incubées 

pendant 1 h à 37 °C avec 100 µL d’inhibiteur de l’expression de VCAM-1 ou de produits à tester 

(concentration 2X). Les contrôles inhibiteurs utilisés ont été le dithiocarbamate de pyrrolidine (PDTC, 

2X = 400 µM) et le 4-hydroxy-TEMPO (TEMPOL, 2X = 4 mM) (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, Etats-

Unis), et les solutions de produits à tester ont été préalablement filtrées sur membrane stérile en 

polyfluorure de vinylidène de 0,45 µm (Merck). Les cellules ont ensuite été activées par ajout de 100 

µL de TNF-α (concentration finale = 200 U/mL) (R&D Systems, Lille, France), entraînant une 

concentration finale X en produit à tester. Un contrôle négatif, de non-expression de VCAM-1, a été 

constitué par des puits remplis de milieu de culture seul, tandis qu’un contrôle positif, correspondant 

à 100 % d’expression de VCAM-1, a consisté en des puits traités uniquement par le TNF-α. Après 6 h 

d’activation par le TNF-α à 37 °C avec 5 % de CO2, le surnageant a été éliminé et les cellules ont été 

fixées par une solution de glutaraldéhyde à 0,2 % (Sigma-Aldrich) pendant 30 min à température 

ambiante, puis mises en contact avec une solution de blocage du glutaraldéhyde [glycine à 0,1 M 

(Euromedex, Souffelweyersheim, France)] pendant 30 minutes, avant saturation des plaques par 1 % 

de BSA (Sigma-Aldrich) durant la nuit. Une solution d’anticorps IgG de souris anti-VCAM-1 (5 µg/mL) 

(R&D Systems) a été déposée, puis, après incubation pendant 3 h et lavages, une solution d’anticorps 

secondaires IgG2a anti-souris couplés à la peroxydase de raifort (1 µg/mL) (Cell SciencesTM Inc., 

Canton, MA, Etats-Unis) a été à son tour incubée pendant 2 h à température ambiante. Pour la 

révélation, un substrat de la peroxydase, l’acide 2,2’-azino-di-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique 

(ABTS, 1 mg/mL) (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, Etats-Unis) a été incubé pendant 20 min à 37 

°C à l’abri de la lumière, et la densité optique (DO) a été lue à 405 nm par un lecteur de microplaque. 

Chaque expérience a été réalisée en triplicat, et les résultats sont exprimés en pourcentage 

d’inhibition de l’expression de VCAM-1 par rapport au contrôle positif. 

8.3. Evaluation de la viabilité cellulaire en parallèle du test ELISA 

L’effet sur la viabilité cellulaire a été quantifié par un dosage colorimétrique au MTT [bromure 

de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium]. Les cellules HUVECs ont été cultivées dans 

les conditions précédemment décrites, avec, comme contrôle d’inhibition de la viabilité cellulaire, le 

glyoxal (concentration finale : 4 mM) (Sigma-Aldrich). Après traitement par les différents produits à 

tester et activation par le TNF-α pendant 6 h, le milieu a été remplacé par une solution de MTT à 1 
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mg/mL (Sigma-Aldrich), et la plaque a été incubée pendant 3 h à 37 °C. La solution a ensuite été 

éliminée, et du DMSO a été introduit pour dissoudre les cristaux violets de formazan produits par les 

cellules viables. La DO a été lue à 570 nm et les expériences ont été exécutées en triplicat. Les 

résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition de la viabilité cellulaire par rapport au témoin non 

traité. 

8.4. Evaluation de l’expression de marqueurs de l’inflammation et de 
l’immunité par cytométrie en flux 

Pour évaluer l’effet des molécules purifiées sur l’expression membranaire de marqueurs de 

l’inflammation et de l’immunité, les cellules endothéliales ont été cultivées jusqu’à confluence dans 

des plaques 6 puits ou 12 puits à fond plat (Nunc) pré-enduites de gélatine à 1 %. Les cellules ont 

ensuite été déprivées, par remplacement du milieu de culture (complet, avec facteurs de croissance 

et 10 % de SVF) par du milieu sans facteurs de croissance et dont la proportion de SVF est réduite à 

2 %. Pour les essais sur les marqueurs de l’inflammation, les produits à tester ont été incubés 

pendant 1 h (concentration finale = 10 µM pour les molécules végétales et 200 µM pour le PDTC), 

puis, comme pour l’essai par ELISA cellulaire, les cellules ont été activées par du TNF-α (50X, pour 

concentration finale = 200 U/mL) pendant 6 h. Pour évaluer l’effet sur les marqueurs de l’immunité, 

une partie des témoins inhibiteurs testés a été incubée pendant 18 h. Les témoins concernés sont la 

simvastatine (0,1 µM)21, la fluvastatine (0,1 µM)22 et l’acide zolédronique (10 µM)23 (Sigma-Aldrich). 

Les molécules végétales (10 µM) et le témoin ciclosporine (10 µM)24 (Sandimmun® 50 mg/mL, 

Novartis Pharma SAS, Rueil-Malmaison, France) ont quant à eux été incubés pendant 1h. Les cellules 

ont ensuite été activées par de l’IFN-γ (100X, pour concentration finale = 100 U/mL) (R&D Systems) 

pendant 48 h. Dans les deux essais, un contrôle positif d’activation a été constitué par un puits 

uniquement traité par la cytokine TNF-α ou IFN-γ, et un contrôle négatif a consisté en un puits rempli 

de milieu seul. Les expériences ont été répétées 3 à 5 fois avec et sans cytokines afin de mesurer 

l’effet sur les expressions constitutives et induites des différentes protéines de l’inflammation et de 

l’immunité. L’effet sur l’expression basale des marqueurs de l’immunité a également été mesuré 

immédiatement après la première heure d’incubation des composés d’origine végétale. 

L’immunomarquage a été effectué tel que précédemment décrit25,26 : les cellules de chaque 

puits ont été remises en suspension par une solution de trypsine (0,025 %)-EDTA (0,01 %) (Life 

Technologies) et distribuées dans plusieurs puits (nombre variant selon le nombre de marquages) 

d’une plaque 96 puits à fond conique. Après 2 lavages avec du tampon phosphate (PBS) contenant 1 

% de BSA et 0,05 % d’azoture de sodium (Sigma-Aldrich), les cellules ont été incubées à l’obscurité à 

4 °C pendant 30 min avec une solution d’anticorps primaires (10 µg/mL ou dilution au 1/100e). Les 

anticorps primaires utilisés pour l’essai sur les marqueurs de l’inflammation ont été des IgG de souris 

anti-VCAM-1 et anti-hE/P-sélectine non conjugués, et anti-ICAM-1 conjugué à l’isothiocyanate de 
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fluorescéine (FITC), et ceux utilisés pour l’essai sur les marqueurs de l’immunité ont été des IgG de 

souris anti-pan HLA classe I [anti-HLA-A, -B et –C, clone W6/32 (ATCC)], anti-pan HLA classe II 

(anti-HLA-DR, clone L243), anti-MICA (clone AMO1) (BamOmab, Tubingen, Allemagne) et anti-HLA-E 

conjugué à l’allophycocyanine (APC) (clone 3D12) (Miltenyi Biotec, Paris, France). Pour les 

marquages utilisant un anticorps primaire non conjugué, les cellules ont été lavées 3 fois et une 

seconde incubation avec un anticorps secondaire anti-IgG et IgM (H+L) de souris conjugué au FITC 

(Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA, Etats-Unis) a été mise en œuvre pendant 

30 min à 4 °C et à l’obscurité. Après 2 étapes de lavage, les cellules ont été fixées par 1 % de 

paraformaldéhyde (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, Etats-Unis) pendant 15 min à 4 °C, et 

conservées dans la solution de lavage jusqu’à la lecture. Un contrôle négatif, visant à détecter une 

éventuelle interférence de fluorescence, a consisté en un puits non marqué (en cas d’anticorps 

primaire conjugué) ou marqué seulement par l’anticorps secondaire. La fluorescence a été mesurée 

sur 10000 cellules par échantillon, avec un cytomètre en flux BD FACSCanto II (Becton Dickinson, 

San Jose, CA, Etats-Unis), et l’analyse a été faite à l’aide du logiciel FlowJo (Tree Star Inc., Ashland, 

OR, Etats-Unis). Les données ont été représentées en histogrammes reportant l’intensité de 

fluorescence (GFI) sur une échelle logarithmique (axe des x) en fonction du nombre de cellules (axe 

des y). Le pourcentage d’expression des marqueurs membranaires a été calculé par la formule 

suivante : [moyenne géométrique de fluorescence (échantillon) – moyenne géométrique de 

fluorescence (contrôle non marqué de l’échantillon)] / [moyenne géométrique de fluorescence 

(contrôle positif TNF-α ou IFN-γ) – moyenne géométrique de fluorescence (contrôle non marqué du 

contrôle positif)]  100. Pour le lépidotol A (94), la concentration inhibant 50 % de l’expression de 

VCAM-1 (CI50) a été calculée à partir de la courbe effet-dose obtenue à partir d’une gamme de 

concentrations (0,75, 1,5, 3, 6, 12,5, 25, et 50 µM). 

8.5. Evaluation de l’effet des molécules sur la viabilité cellulaire 

L’effet des molécules purifiées sur les cellules HUVECs à 48 h a été évalué par le test 

colorimétrique au MTT (cf. 8.3), avec une modification des conditions comme suit : avant introduction 

des produits à tester, le milieu de culture (complet) a été remplacé par du milieu déprivé, sans 

facteurs de croissance et avec seulement 2 % de SVF. Les cellules n’ont pas été activées par le TNF-

α, et les molécules à tester ont été incubées pendant 48 h avant introduction de la solution de MTT. 

8.6. Analyse statistique 

 Les données des essais biologiques sur cellules endothéliales ont été exprimées en moyenne 

± écart-type, et comparées par le test non paramétrique de Kruskal-Wallis suivi du test de 

comparaisons multiples de Dunn. Une valeur de p < 0,05 a été considérée comme statistiquement 

significative. Une astérisque (*) indique un p < 0,05 et 2 astérisques (**) désignent un p < 0,01.  
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Glossaire des termes botaniques 

 

Accrescent (adj.) : se dit d’un organe sui continue à croître après la fécondation1. 

Actinomorphe (adj.) : une fleur est dite actinomorphe lorsqu’elle a une symétrie axiale1. 

Alterne (adj.) : inséré alternativement sur la tige, à des niveaux et dans des plans différents1. 

Androcée (n. m.) : ensemble des organes reproducteurs mâles d’une fleur1. 

Anthère (n. f.) : partie terminale renflée de l’étamine, contenant le pollen et généralement formée 

de deux loges1. 

Aperture (n. f.) : ouverture dans l’enveloppe du grain de pollen1. 

Apiculé (adj.) : dont l’apex se rétrécit brusquement en une pointe courte2. 

Arille (n. m.) : appendice entourant en partie ou totalement la graine, souvent charnu2. 

Baie (n. f.) : fruit charnu contenant généralement plusieurs graines dans sa pulpe1. 

Bractée (n. f.) : feuille transformée à l’aisselle d’une ou de plusieurs fleurs1. 

Canalicule (n. m.) : petit canal traversant une paroi cellulaire et reliant intérieur et extérieur3. 

Capsule (n. f.) : fruit sec déhiscent provenant d’un ovaire à plusieurs carpelles soudés entre eux1. 

Carpelle (n. m.) : organe élémentaire femelle de la fleur, qui contient le(s) ovule(s)1. 

Cellule scléreuse : cellule à paroi épaissie, lignifiée et canaliculée3. 

Cristarque (n. m.) : cellule à paroi partiellement épaissie et lignifiée contenant un ou plusieurs 

cristaux4. 

Cyme (n. f.) : inflorescence définie dont l’apex est occupé par une fleur, la plus ancienne2. 

Déhiscence (n. f.) : procédure naturelle d’ouverture d’un organe (ex. : anthère, fruit), souvent sec, 

pour libérer son contenu (ex. : pollen, graines). La déhiscence d’une capsule est dite septicide 

lorsque l’ouverture se fait suivant la ligne de soudure de 2 carpelles adjacents. Elle est, en outre, dite 

septifrage dans le cas particulier où les graines sont réunies sur une colonne ou une fausse cloison 

en position centrale.1,2 

Dioïque (adj.) : portant des fleurs unisexuées sur des pieds différents2. 

Drupe (n. f.) : fruit charnu indéhiscent, dont l’endocarpe est lignifié, et contenant généralement une 

seule graine1. 

Epiphyte (adj. et n. f.) : plante ayant comme support une autre pante sans qu’il y ait de relation de 

parasitisme1. 

Exstipulé (adj) : dépourvu de stipule1. 

Faisceau vasculaire (syn. Faisceau libéro-ligneux) : formation composée de bois et de liber3. 

Filet (n. m.) : partie amincie de l’étamine qui supporte les anthères1. 

Glabre (adj.) : dépourvu de poils2. 

Grappe (n. f.) : inflorescence indéfinie1. 

Hypogyne (adj.) : pièce florale qui s’insère au-dessous de l’ovaire2. 
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Inflorescence (n. f.) : groupe de fleurs1. 

Isodiamétrique (adj.) : se dit d’une cellule de forme polyédrique, quasi sphérique5. 

Macle (n. f.) : agglomérat de cristaux prismatiques d’oxalate de calcium, en forme d’oursin3. 

Ombelle (n. f.) : inflorescence dans laquelle les pédoncules sont tous insérés au même point et 

de longueur égale1. 

Opposé (adj.) : inséré face à face sur la tige1. 

Opposé-décussé (adj.) : se dit de feuilles opposées deux à deux et disposées perpendiculairement 

d’un nœud à l’autre2. 

Panicule (n. f.) : inflorescence ramifiée de type grappe dont la base est plus large que la partie 

apicale1. 

Paracytique (adj.) : un stomate est dit paracytique lorsqu’il est entouré d’une ou de plusieurs 

cellules annexes, parallèles à l’axe longitudinal de l’ostiole et des cellules de garde3. 

Parenchyme (n. m.) : tissu de cellules indifférenciées, de forme variable, à paroi généralement 

cellulosique3. 

Pédicelle (n. m.) : axe secondaire d’une inflorescence, supportant chacune de ses fleurs (ou fruits)1. 

Pédoncule (n. m.) : axe principal de l’inflorescence1. 

Pelté (adj.) : se dit d’un organe orbiculaire fixé par son centre2. 

Persistant (adj.) : qui reste sur la plante quelque soit la saison1. 

Pétiole (n. m.) : partie de la feuille qui relie le limbe à la tige1. 

Pistillode (n. m.) : vestige de pistil stérile dans une fleur mâle1. 

Placentation (n. f.) : disposition des ovules sur le placenta. La placentation est dite axile lorsque les 

ovules sont disposés le long de l’axe central d’un ovaire pluriloculaire, pariétale quand ils sont sur la 

paroi d’un ovaire uniloculaire au niveau de la ligne de soudure des carpelles, apicale s’ils sont 

suspendus au sommet d’un ovaire non compartimenté, et basale s’ils sont attachés à la base d’un 

ovaire à une seule loge.1,6 

Staminode (n. m.) : étamine stérile2. 

Stigmate (n. m.) : partie terminale du carpelle1. 

Stipule (n. f.) : élément d’origine foliaire situé près de la tige au niveau de l’insertion du pétiole1. 

Stomate (n. m) : formation épidermique permettant les échanges gazeux et constituées de deux 

cellules spécialisées délimitant une fente (l’ostiole)3. 

Style (n. m.) : partie intermédiaire entre l’ovaire et le stigmate1. 

Tépale (n. m.) : nom donné aux sépales et aux pétales lorsqu’ils se ressemblent6. 

Thyrse (n. m.) : inflorescence composée de cymes de taille réduite disposées en grappe1.  
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Annexe 2. Profils chromatographiques (HPLC-UV) des extraits MeOH 

bioactifs après filtration sur cartouche SPE de polyamide 

 

Gradient d’élution : Méthode 1 

 

 

Gradient d’élution : H2O + 0,1 % HCOOH / MeOH : 90/10 → 60/40 de 0 à 12 min, 60/40 de 12 à 22 min, 60/40 

→ 0/100 de 22 à 35 min, 0/100 de 35 à 42 min 

 

 

Gradient d’élution : H2O + 0,1 % HCOOH / MeOH : 80/20 de 0 à 12 min, 80/20 → 70/30 de 12 à 17 min, 70/30 

de 17 à 30 min, 70/30 → 0/100 de 30 à 35 min, 0/100 de 35 à 45 min 
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Annexe 3. Chromatogrammes HPLC-UV (méthode 1, 280 nm) des 

extraits non retenus lors du criblage biologique et de la déréplication 
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Annexe 4. Description de la feuille de Mesua lepidota T. Anderson 

En section transversale, la feuille de M. lepidota montée dans le réactif carmin vert d’iode 

présente une nervure principale proéminente à la face supérieure et convexe à la face inférieure. 

Cette nervure principale est caractérisée par : 

- un système conducteur de type secondaire constitué d’un arc libéro-ligneux principal, 

large et aplati, surmonté de 2 arcs libéro-ligneux surnuméraires inversés 

- des canaux sécréteurs répartis dans le parenchyme fondamental 

- une zone péricyclique fibreuse 

- des macles* et des prismes d’oxalate de calcium présents dans les cellules du parenchyme 

- une cuticule épaisse aux faces supérieure et inférieure 

 

Le limbe est constitué d’épidermes glabres, cuticularisés, et portant des stomates à la face 

inférieure. Son mésophylle (partie interne) est hétérogène asymétrique, composé d’une à deux 

assises de parenchyme palissadique et d’un parenchyme lacuneux. Des poches sécrétrices se 

trouvent au niveau des nervures secondaires. 

 

 

Section transversale de la feuille 
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Section transversale de la nervure principale de la feuille – détails des tissus compris entre 
un arc libéro-ligneux surnuméraire et l’épiderme supérieur 

 

 

 

 

 

Section transversale du limbe de la feuille 
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Annexe 5. Analyse de l’huile essentielle des fruits de Mesua lepidota 

Suite à un nouvel approvisionnement plus conséquent en fruits de Mesua lepidota, une 

extraction de l’huile essentielle a été réalisée par micro-ondes. La composition de cette huile 

essentielle a ensuite été analysée par chromatographie en phase gazeuse couplée à un détecteur de 

masse (GC-MS) et, par comparaison des tR et des spectres de masse obtenus avec ceux de banques 

de données spécifiques (NIST 11, NIST 11s et FFNSC), la plupart des composants (soit en « GC 

surface » 90 %) a finalement été identifiée. 

Pour l’extraction, 350 g de fruits séchés ont été extraits pendant 40 min à 350 Watts dans un 

appareil NEOS-GR (Milestone), conduisant à l’obtention d’environ 0,1 mL d’huile essentielle. Celle-ci a 

été analysée sur un équipement GCMS-QP2010 SE (Shimadzu), avec une colonne ZebronTM ZB-5 

(Phenomenex®) de dimensions 30 m  0,25 mm  0,25 µm, dans les conditions suivantes : 

injection : 3 µL (split 10) à 250 °C ; gaz vecteur : hélium à 13,6 mL/min (débit constant) ; 

programme du four : augmentation de 5 °C/min de 30 °C à 120 °C, puis de 2 °C/min jusqu’à 180 °C, 

puis de 5 °C/min jusqu’à 250 °C, puis 3 min de maintien à 250 °C ; paramètres du détecteur de 

masse (impact électronique, -70 eV) : source à 200 °C, interface à 250 °C. 

 
Chromatogramme GC-MS de l’huile essentielle des fruits de Mesua lepidota 

 

Composants principaux de l’huile essentielle (en bleu : l’utilisation de standards serait 
nécessaire pour confirmer l’identification des molécules ; en gris : composé non identifié) 

Temps de rétention (min) % d’aire Molécule 

14,352 1,3 Acétophénone 

22,387 4,5 1,1'-Bicyclohexyle 

25,438 12,8 α-Copaène 

26,551 22,8 Cypérène 

27,115 0,6 α-Gurjunène 

27,401 14,0 (E)-Caryophyllène 

28,673 1,7 Non déterminé 
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28,945 5,6 α-Humulène 

29,244 2,5 Rotundène 

29,955 4,0 γ-Muurolène 

30,491 1,4 β-Sélinène 

30,906 2,0 α-Sélinène 

31,099 1,1 α-Amorphène 

31,800 1,7 ε-Amorphène 

32,216 2,8 Non déterminé 

33,689 2,0 Non déterminé 

34,579 0,6 Alcool de caryophyllène 

34,953 1,7 Spathulénol 

35,236 3,5 Oxyde de β-caryophyllène 

36,028 0,4 Non déterminé 

36,556 2,5 Epoxyde de humulène II 

37,701 4,1 Cis-para-mentha-1(7),8-dièn-2-ol  

38,964 2,2 Non déterminé 

39,648 1,3 Non déterminé 

51,803 1,1 Acide hexadécanoïque, méthyl ester 

53,084 1,7 Acide n-hexadécanoïque 

 
Les constituants majoritaires sont le cypérène (22,8 %), le trans-caryophyllène (14,0 %), l’α-

copaène (12,8 %), l’α-humulène (5,6 %), 1,1'-bicyclohexyle (4,5 %), le cis-para-mentha-1(7),8-

dièn-2-ol (4,1 %), et le γ-muurolène (4,0 %). Ainsi, par comparaison avec l’huile essentielle extraite 

des feuilles de l’espèce Mesua ferreaa, le trans-caryophyllène, l’α-humulène et le γ-muurolène 

(respectivement 30,9 %, 6,0 % et 3,5 % dans l’HE des feuilles de M. ferrea) apparaissent comme des 

composants majoritaires communs. 

 

 

Structures des composés majoritaires de l’HE de fruits de Mesua lepidota  
                                              
a Keawsa-ard, S.; Kongtaweelert, S., Antioxidant, antibacterial, anticancer activities and chemical constituents 

of the essential oil from Mesua ferrea leaves. Chiang Mai Journal of Science 2012, 39, 455-463. 
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Annexe 6. Spectres de RMN du lépidotol A (94) 

RMN 1H du composé 94 (300 MHz, CDCl3, δTMS = 0) 

 
 
 
RMN 13C du composé 94 (125 MHz, CDCl3, δTMS = 0) 

 
 
 

DEPTQ du composé 94 (100 MHz, CDCl3, δTMS = 0) : CH3, CH < 0 ; CH2, C > 0 
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COSY du composé 94 (400 MHz, CDCl3) 

 
 
 

NOESY du composé 94 (500 MHz, CDCl3) 
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HSQC éditée du composé 94 (400 MHz, CDCl3) : CH3, CH > 0 (en rouge) ; CH2 < 0 (en bleu) 

 
 
 

HMBC du composé 94 (400 MHz, CDCl3) 
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Annexe 7. Spectres de RMN du lépidotol B (95) 

RMN 1H du composé 95 (300 MHz, CDCl3, δTMS = 0) 

 

RMN 13C du composé 95 (125 MHz, CDCl3, δTMS = 0) 

 

COSY du composé 95 (500 MHz, CDCl3) 
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HMQC du composé 95 (500 MHz, CDCl3) 

 
 
 

HMBC du composé 95 (500 MHz, CDCl3) 
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Annexe 8. Spectres de RMN du lépidotol C (96) 

RMN 1H du composé 96 (500 MHz, CDCl3, δTMS = 0) 

 
RMN 13C du composé 96 (125 MHz, CDCl3, δTMS = 0) 

 
COSY du composé 96 (500 MHz, CDCl3) 
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HMQC du composé 96 (500 MHz, CDCl3) 

 
 
 

HMBC du composé 96 (500 MHz, CDCl3) 
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Annexe 9. Spectres de RMN du lépidotol D (97) 

RMN 1H du composé 97 (500 MHz, CDCl3, δTMS = 0) 

 
RMN 13C du composé 97 (125 MHz, CDCl3, δTMS = 0) 

 
COSY du composé 97 (500 MHz, CDCl3) 
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HMQC du composé 97 (500 MHz, CDCl3) 

 
 
 

HMBC du composé 97 (500 MHz, CDCl3) 
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Annexe 10. Spectres de RMN du lépidotol E (98) 

RMN 1H du composé 98 (500 MHz, CDCl3, δTMS = 0) 

 
RMN 13C du composé 98 (125 MHz, CDCl3, δTMS = 0) 

 
COSY du composé 98 (500 MHz, CDCl3) 
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HMQC du composé 98 (500 MHz, CDCl3) 

 
 
 

HMBC du composé 98 (500 MHz, CDCl3) 
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Annexe 11. Spectres de RMN de la lépidotine A (99) 

RMN 1H du composé 99 (500 MHz, CDCl3, δTMS = 0) 

 
RMN 13C du composé 99 (125 MHz, CDCl3, δTMS = 0) 

 
COSY du composé 99 (500 MHz, CDCl3) 
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NOESY du composé 99 (500 MHz, CDCl3) 

 
 
 

HMQC du composé 99 (500 MHz, CDCl3) 
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HMBC du composé 99 (500 MHz, CDCl3) 

 
 

 
HMBC resserrée (δH 3,80-4,60 ppm) du composé 99 (500 MHz, CDCl3) 
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Annexe 12. Spectres de RMN de la lépidotine B (100) 

RMN 1H du composé 100 (500 MHz, CDCl3, δTMS = 0) 

 

RMN 13C du composé 100 (125 MHz, CDCl3, δTMS = 0) 

 

COSY du composé 100 (500 MHz, CDCl3) 
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HMQC du composé 100 (500 MHz, CDCl3) 

 
 
 

HMBC du composé 100 (500 MHz, CDCl3) 
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Annexe 13. Spectres de RMN du mélange mammea A/OB (101) / 

mammea A/OC (102) 

RMN 1H du mélange des composés 101 et 102 (500 MHz, CDCl3, δTMS = 0) 

 

 

 

RMN 13C du mélange des composés 101 et 102 (125 MHz, CDCl3, δTMS = 0) 
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COSY du mélange des composés 101 et 102 (500 MHz, CDCl3) 

 

 
 
NOESY du mélange des composés 101 et 102 (500 MHz, CDCl3) 
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HMQC du mélange des composés 101 et 102 (500 MHz, CDCl3) 

 
 
 

HMBC du mélange des composés 101 et 102 (500 MHz, CDCl3) 
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Annexe 14. Extraction des fruits de Mesua lepidota par divers solvants 

« verts » 

 Extraction par des solvants eutectiques 

 Définition et propriétés des solvants eutectiques 

Les DES (deep eutectic solvents) sont des liquides composés d’un mélange de sels et/ou de 

produits organiques, et qui ont un point de fusion beaucoup plus faible que leurs composants pris 

individuellementa. Les solvants eutectiques profonds naturels (natural DES ou NaDES), présents dans 

les plantes, sont des solvants « verts » qui constituent une bonne alternative aux solvants 

classiquement utilisés en chimie d’extraction. Des NaDES peuvent par exemple être formés par 

mélange de chlorure de choline et d’acides carboxyliquesb, et leur utilisation comme solvant 

d’extraction permet d’extraire diverses familles chimiques de métabolites secondaires en fonction de 

leur polaritécd. Un autre avantage des solvants eutectiques est leur usage possible dans les tests 

biologiques, pour solubiliser les composés évalués. 

 

 Préparation des solvants eutectiques profonds naturels (NaDES) 

Le tableau ci-dessous indique la composition des 2 NaDES qui ont été préparés. Le DES1, qui 

contient du 1,2-propanediol, a été choisi en vue de remplacer le méthanol. Le DES2 a quant à lui été 

préparé avec de l’acide phénylpropionique, afin de favoriser les interactions de type π-stacking (entre 

aromatiques) pour l’extraction des composés phénoliques d’intérêt retrouvés dans l’extrait DCMc. 

La méthode par évaporation décrite par Dai et al.d a été utilisée pour la préparation des 

NaDES. Ainsi, les 2 composants ont été dissous dans l’eau, puis une partie de l’eau a été évaporée à 

l’évaporateur rotatif à 50 °C jusqu’à l’obtention d’un liquide visqueux. Les solvants obtenus ont enfin 

été placés au dessiccateur jusqu’à ce qu’ils atteignent un poids constant. 

 

Composition des 2 solvants eutectiques préparés 

Nom Composant A Composant B Ratio molaire (A:B) 

DES1 Chlorure de choline 1,2-Propanediol 1:2 

DES2 Chlorure de choline Acide phénylpropionique 1:2 

 

                                              
a Choi, Y. H.; van Spronsen, J.; Dai, Y.; Verberne, M.; Hollmann, F.; Arends, I. W. C. E.; Witkamp, G.-J.; 

Verpoorte, R., Are natural deep eutectic solvents the missing link in understanding cellular metabolism and 

physiology? Plant Physiology 2011, 156, 1701-1705. 
b Abbott, A. P.; Boothby, D.; Capper, G.; Davies, D. L.; Rasheed, R. K., Deep eutectic solvents formed between 

choline chloride and carboxylic acids: versatile alternatives to ionic liquids. Journal of the American Chemical 

Society 2004, 126, 9142-9147. 
c Dai, Y.; van Spronsen, J.; Witkamp, G.-J.; Verpoorte, R.; Choi, Y. H., Ionic liquids and deep eutectic solvents 

in natural products research: mixtures of solids as extraction solvents. Journal of Natural Products 2013, 76, 

2162-2173. 
d Dai, Y.; Witkamp, G.-J.; Verpoorte, R.; Choi, Y. H., Natural deep eutectic solvents as a new extraction media 

for phenolic metabolites in Carthamus tinctorius L. Analytical Chemistry 2013, 85, 6272-6278 
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 Extraction des fruits de Mesua lepidota 

 Méthodologie employée 

100 mg de fruits séchés ont été mis en contact avec 1,5 mL de NaDES dans un erlen de 10 

mL, sous agitation et chauffage à 40 °C, pendant 1 heure. La même procédure a été suivie en 

utilisant du MeOH et du DCM, en prenant soin de rajouter régulièrement du solvant pour garder un 

volume constant. Les extraits obtenus ont ensuite été centrifugés et filtrés sur une membrane de 

0,45 µm. 

 L’extrait DES1 a été dilué avec le même volume d’eau milliQ, tandis que l’extrait DES2, non 

miscible à l’eau, a été dilué dans un mélange eau/éthanol 70/30. Ces solutions, ainsi que les extraits 

DCM et MeOH nouvellement obtenus, ont été analysés par HPLC analytique, sur un appareil Waters 

2695 couplé à un détecteur à barrette de diodes Waters 2996, sur une colonne Lichrospher® 100 

RP18 (150  4,6 mm, 5 µm, Merck). 

 En raison de leur stabilité à température ambiante, les solvants eutectiques sont très 

difficilement évaporables, c’est pourquoi nous avons choisi de les éliminer des extraits à l’aide de 

chromatographies flash en phase inverse (colonne Grace Reveleris® C18 RP, 4 g/5 mL ; débit 12 

mL/min), en utilisant l’eau et l’éthanol comme éluants pour conserver l’usage de solvants « verts ». 

Le DES1 a été éliminé après passage de 10 volumes de colonne (Cv) d’eau, puis les molécules 

extraites ont été récupérées par élution avec un mélange eau/éthanol 50/50 (7 Cv) suivi de 100% 

d’éthanol jusqu’à élution de tous les produits. Le DES2, plus apolaire, a été évacué par le mélange 

eau/éthanol 50/50 pendant 10 Cv, et les composés extraits ont été élués avec 100% d’éthanol. 

 Profils chromatographiques des extraits et rendements d’extraction 

 

Profils HPLC-UV (280 nm, méthode 1) des 4 extraits de fruits de M. lepidota 

5436F_MeOH 5436F_DCM

5436F_DES1 5436F_DES2
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Comme attendu, on constate une similarité des profils chromatographiques entre les extraits 

MeOH et DES1 d’une part, et DCM et DES2 d’autre part. 

 

Rendements d’extraction des fruits de M. lepidota par les 4 solvants 

 Solvant d’extraction Rendement d’extraction 

Solvants polaires 
MeOH 24,0 % 

DES1 (chlorure de choline + 1,2-propanediol) 6,5 % 

Solvants apolaires 
DCM 19,0 % 

DES2 (chlorure de choline + acide phénylpropionique) 12,5 % 

 

Les rendements d’extraction sont donc meilleurs avec le MeOH et le DCM. Cependant, ils 

restent assez élevés avec les solvants eutectiques, qui constituent donc une alternative intéressante 

aux solvants organiques plus polluants pour extraire certains composés naturels d’intérêt tels que les 

phénylcoumarines. 

 Extraction par l’eau subcritique 

 Définition et propriétés de l’eau subcritique 

L’eau est à l’état subcritique lorsqu’elle est chauffée à une température maximale égale à celle 

de son point critique (374 °C), avec une pression suffisante pour maintenir son état liquide. Dans cet 

état, sa constante diélectrique diminue, ce qui lui confère la propriété de solubiliser des composés 

hydrophobesa. L’extraction par l’eau subcritique est donc un procédé à la fois écologique et 

économique donnant accès à certains composés apolaires. 

 

 Extraction des fruits de Mesua lepidota 

 Méthodologie employée 

1,8 g de poudre de fruits séchés de Mesua lepidota ont été introduits dans une cartouche de 

40 mL, en mélange avec le même volume de terre de diatomée. L’extraction a été effectuée sur un 

extracteur Büchi® E-914 selon 2 cycles de 10 min à 100 °C et 50 bar. 

L’extrait obtenu a été analysé par HPLC analytique avec la même méthode que celle décrite 

pour les extraits DES. 

 Profil chromatographique de l’extrait et rendement d’extraction 

L’extrait par l’eau subcritique a été obtenu avec un rendement d’extraction assez élevé, de 

21,4 %. Pour rappel, le rendement était respectivement de 33,5 % et 11,0 % pour les extraits DCM 

et MeOH obtenus par extraction sous pression. 

                                              
a Miller, D. J.; Hawthorne, S. B., Solubility of liquid organic flavor and fragrance compounds in subcritical 

(hot/liquid) water from 298 K to 473 K. Journal of Chemical & Engineering Data 2000, 45, 315-318. 
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Le profil chromatographique de l’extrait, présenté ci-dessous, est intermédiaire à ceux 

obtenus avec le MeOH et avec le DCM, puisqu’on y retrouve à la fois des composés polaires comme 

les tanins, et des produits apolaires tels que le lépidotol A (94, tR 35 min). 

 

 

Profil HPLC-UV (280 nm, méthode 1) de l’extrait de fruits de M. lepidota obtenu par l’eau 

subcritique  

 

 

En conclusion, cette étude montre que des solvants « verts » peuvent être employés pour 

l’extraction de métabolites d’intérêt. Des solvants eutectiques spécifiques permettent d’extraire soit 

une majorité de composés polaires comme dans le cas du MeOH, soit uniquement des métabolites 

apolaires comme dans le cas du DCM. Concernant les fruits de M. lepidota, le rendement d’extraction 

reste cependant meilleur avec les solvants organiques classiquement utilisés (DCM et MeOH). L’essai 

d’extraction par l’eau subcritique a montré une moindre sélectivité d’extraction des composés en 

fonction de leur polarité. Cette technique est donc moins adaptée pour extraire en priorité les 

métabolites d’intérêt des fruits de Mesua lepidota, qui sont des composés apolaires. 

 

5436F_H2O subcritique
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Annexe 15. Spectres de RMN de la tétraptérone (105) 

RMN 1H du composé 105 (500 MHz, MeOH-d4 + 0,1 % TFA, δTMS = 0) 

 

RMN 13C du composé 105 (125 MHz, MeOH-d4 + 0,1 % TFA, δTMS = 0) 

 
COSY du composé 105 (500 MHz, MeOH-d4 + 0,1 % TFA) 
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HMQC du composé 105 (500 MHz, MeOH-d4 + 0,1 % TFA) 

 
 
 

HMBC du composé 105 (500 MHz, MeOH-d4 + 0,1 % TFA) 
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Annexe 16. Spectres de RMN de la tétraptérine (106) 

RMN 1H du composé 106 (500 MHz, CDCl3, δTMS = 0) 

 

RMN 13C du composé 106 (125 MHz, CDCl3, δTMS = 0) 

 
COSY du composé 106 (500 MHz, CDCl3) 
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NOESY du composé 106 (500 MHz, CDCl3) 

 
 
 

HSQC éditée du composé 106 (500 MHz, CDCl3) : CH3, CH > 0 (en rouge) ; CH2 < 0 (en bleu) 
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HMBC du composé 106 (500 MHz, CDCl3) 

 
 
 

HMBC (zoom sur δH 1,5-5,2 ppm) du composé 106 (500 MHz, CDCl3) 
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Annexe 17. Spectres de RMN de l’acide tétraptérique (115) 

RMN 1H du composé 115 (300 MHz, CDCl3, δTMS = 0) 

 

RMN 13C du composé 115 (125 MHz, CDCl3, δTMS = 0) 

 

COSY du composé 115 (500 MHz, CDCl3) 
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HMQC du composé 115 (500 MHz, CDCl3) 

 
 
 

HMBC du composé 115 (500 MHz, CDCl3) 
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Annexe 18. Chromatogrammes HPLC-UV (méthode 12, 254 nm) des 

fractions F5, F6, F7 et F9 de l’extrait 5442L_DCM (Mesua assamica) 
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Annexe 19. Evaluation de l’hépatotoxicité de quatre polyphénols 

prénylés d’intérêt 

L’effet de mammea A/AA (61a), de mammea A/AA cyclo F (66a), du lépidotol A (94) et de la 

guttiférone J (125) sur l’intégrité hépatocytaire et sur l’expression du cytochrome P450 3A4 a été 

mesuré par la plateforme ImPACcell (Imagerie Pour Analyse du Contenu cellulaire) de Rennes 

(responsable : Dr. Rémy Le Guével). 

L’ensemble de ces composés a été testé aux concentrations de 0,1, 1, 10 et 100 µM sur des 

cellules HepaRG. Ces cellules hépatiques ont été exposées aux polyphénols pendant 48 heures, et 

chaque condition a été répétée deux fois. 

 

 

 

Le premier graphique montre le nombre moyen de cellules vivantes à la fin de chaque 

traitement. Il révèle que la coumarine cyclisée (66a) est hépatotoxique à 100 µM seulement, tandis 

que les trois autres polyphénols le sont dès 10 µM. Mammea A/AA (61a) apparaît comme la plus 

toxique de ces trois molécules, entraînant la mort du tiers des cellules à 10 µM. Cette toxicité pourrait 

être due à l’action directe des composés ou à l’action de métabolites hépatiques des produits initiaux. 

Le comptage des cellules exprimant la CYP3A4 hépato spécifique (2ème graphique ci-dessus) 

indique que l’ensemble des molécules induit l’expression de cette enzyme à 1 µM. La coumarine 94 et 

la benzophénone 125 l’induisent dès 0,1 µM. A 10 µM, seul mammea A/AA cyclo F (66a) conserve 

cette activité inductrice de l’enzyme. 

 

Ainsi, l’effet toxique exercé sur les cellules hépatiques HepaRG est similaire à celui observé 

sur les cellules endothéliales HUVECs aux concentrations de 1, 10 et 100 µM.  
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A
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C

T
 In order to identify new compounds preventing endothelial cells dysfunction and immunogenicity which are 

involved in the emergence of graft rejection, the secondary metabolites of different Clusiaceae and 

Calophyllaceae specious were investigated. Firstly 4 DCM extracts originating from Malaysian Calophyllaceae 
specious were selected through a dereplication analysis combined with an anti-inflammatory screening. Then, the 

phytochemical study of the fruits extract of Mesua lepidota allowed us to isolate 9 mammea coumarins, among 
which 7 represent 2 novel series, i.e. lepidotols and lepidotins. The phytochemical study of 2 different batches of 
Calophyllum tetrapterum leaves led to the isolation of distinct polyphenolic derivatives: polyprenylated 
acylphloroglucinols were identified in batch A, with the major compound, tetrapterone, as a new acid derivative, 
whilst chromanone acids were identified in batch B, including a new derivative named as tetrapteric acid. The 
same protocol applied to Mesua assamica leave extract showed that cytotoxic fractions were rich in xanthones 
whereas anti-inflammatory fractions contained numerous mammea coumarins. Along with these phytochemical 

studies, a panel of polyphenols representative of the chemical classes generally identified in Clusiaceae and 
Calophyllaceae specious were evaluated for their effects on various endothelial markers of inflammation and 
immunity. Mammea coumarins and guttiferone J, a polyprenylated benzophenone, appeared to significantly 
inhibit the expression of VCAM-1 as well as that of HLA class II molecules, HLA-E and MICA. 

 

R
É
S

U
M

É
 Afin d’identifier de nouveaux composés prévenant la dysfonction et l’immunogénicité des cellules endothéliales 

qui sont impliquées dans la survenue des rejets de greffe, nous nous sommes intéressés aux métabolites 

secondaires de différentes espèces de Clusiaceae et de Calophyllaceae. Tout d’abord, 4 extraits DCM de 
Calophyllaceae malaisiennes ont été sélectionnés sur la base d’une étude déréplicative et d’un criblage biologique 
anti-inflammatoire. Puis, l’étude phytochimique de l’extrait de fruits de Mesua lepidota a permis d’isoler 9 
coumarines de type mammea, dont 7 constituent 2 nouvelles séries : Les lépidotols et les lépidotines. L’étude 
des extraits de 2 lots de feuilles de Calophyllum tetrapterum a quant à elle conduit à l’isolement de dérivés 

polyphénoliques distincts : Des acylphloroglucinols polyprénylés dans le lot A, dont le composé majoritaire, la 
tétraptérone, est un dérivé acide original, et des pyranochromanones acides dans le lot B, dont un nouveau 
dérivé appelé acide tétraptérique. Le même protocole appliqué à l’extrait de feuilles de Mesua assamica a montré 
que les fractions cytotoxiques sont riches en xanthones, tandis que les fractions anti-inflammatoires renferment 
des coumarines de type mammea. Parallèlement à ces études phytochimiques, un panel de polyphénols 
représentatifs des classes chimiques retrouvées dans les Clusiaceae et les Calophyllaceae ont été évalués pour 
leurs effets sur divers marqueurs endothéliaux de l’inflammation et de l’immunité. Il apparaît ainsi que les 

coumarines de type mammea et la guttiférone J, une benzophénone polyprénylée, inhibent significativement 
l’expression de VCAM-1 ainsi que des molécules HLA de classe II, HLA-E et MICA. 
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