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Tarenna madagascariensis (Baill) Homolle
(Rubiaceae) antérieurement Enterospermum
Révisé Coptosperma madagascariensis 3



. PBZT N°2592
Nom vernaculaire: MAS O njoany ’



Usage traditionnel

Produits de beauté
dans les masques
faciaux pour adoucir
la peau de visage
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Préparation du Masonjoany

Parties utilisées
tiges écrasées

Photos Gérard Fournier



Le genre Tarenna (Rubiaceae)

* Environ 200 especes d’arbres et d’arbustes
tropicaux appartiennent au genre Tarenna

e Les métabolites secondaires d’'un nombre tres
restreint d’especes de Tarenna ont été étudiés a

ce jour.
— T. graveolens
— T. kotoensis var. gyokushinka:

— T. vanprukii
— T. bipindensis

iridoides
glucosidiques

alcaloides
indoliques



Partie Phytochimie Partie Biologie

* Extraction au CH,Cl, Tests anticancéreux in
puis au MeOH vitro

* Fractionnement de * sur les extraits bruts
lextrait au CH,Cl, au CH,Cl, et au MeOH

* Purification, Isolement | |, chaque produit

e Détermination de pur isolé
structure: configuration
absolue et relative des 13 12
molécules
15
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Tiges écrasées
et pulvérisées (2,2kg)

- 1©r® Extraction au CH,Cl,
T° ambiante, 12h
agitation mécanique

- Filtration /verre fritté

: < >
Filtrat 1 marc
/ 2¢€Me axtraction
Rassembilés, au CH,Cl, ,4h
évaporeés sous vide

l \ Filtrat 2 marc

Extractior
Extrait CH,Cl, au MeOH

22,3g (Rdt ~ 1%) Extrait MeOH
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Fractionnement par chromatographies
successives sur colonne de silice
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T. madagascariensis
10 sesquiterpenes a noyau calamenene (dont 05
nouveaux)

13 12

15




Sesquiterpenes de Tarenna madagascariensis (Rubiaceae)




(+)-(7R,10S)-2- 2 (+)-(7R,10S)-3-
hydroxycalamenene = hydroxycalamenene

-

H3C A
HO : 10
[a]p +45 =
2
, EIMS m/z 218 (15, M*)
RMN 1H, 13C

EIMS m/z 218 (100, M*) RMN 1H, 13C

, . : ; Nabeta et al., Phytochemistry, 32, 117 (1993)
Antérieurement isolé de

plusieurs plantes
du genre Dysoxylum Dérive trans
ainsi gue de nudibranche
Leminda millera

Mc Phall et al., J.Nat.Prod., 64, 1183, 2001




3 [a], +62 (CHCly; ¢ 0.49);EIMS m/z 218 (15, M

* [a], +62, Données spectrales RMN 2D

(1H-1H COSY, HMQC, HMBC) suggerent un

dérivé 15-hydroxy-calamenene
12

Stéréochimie ??
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* Les données spectrales sont identiques a
celles du composé isolé de Juniperus

formosan var. concolor pour lequel une
configuration Cis a été proposée

13 .o ()-(75,108)-15-hydroxycalamenene

5 { Kuo et al., Chem. Pharm. Bull., 44, 2150,
> Oe 8 (1993)
3 9

Stéréochimie ??



N°C

[

126.2

153.2

113.4

135.0

122.9

141.2

IN

142.0

113.0

151.5

120.8

130.5

132.0

W

142.6

124.2

126.9

137.7

127.2

140.4

|

128.9

153.6

111.2

137.9

120.6

141.6

(8]
(o))

138.0 150.9

154.3 128.0

110.9 126.8

134.0 134.1

125.9 130.1

147 3 141.3



N° C

10

11

[

43.2

19.2

27.2

26.7

33.3

IN

43.1

21.6

30.8

32.6

31.9

(V8]

43.9

21.3

30.6

32.7

31.9

|~

43.1

19.0

27.0

26.8

33.2

U

43.1

18.9

26.6

27.5

33.3

o))

43.9

21.3

30.2

33.6

32.1



N° C

12

13

14

15

[

19.7

22.2

21.3

21.2

IN

17.2

21.2

22.2

15.6

W

17.4

21.4

22.3

65.5

4 3 6
196 195 175
22.1 220 21.3
21.1  20.8 22.3

65.4 192.9 192.7



 En RMN 13C, le signal du C-9 du composé 3
apparait a 6=30.6 suggérant un trans plutot
qgu’un cis-15-hydrocycalamene



* Tous les

e D’ailleurs, la comparaison du

pouvoir rotatoire de plusieurs
dérivés du calamenene
montre que le signe de [a],
est en relation avec Ia
configuration absolue en C-7
guelle que soit celle en C-10
dérivés de
calamenene qui ont C-7 (R)
sont dextrogyres alors que
ceux qui ont C-7 (S) sont
|évogyres

15

13

12



» (+)-(7R,10R) -3-hydroxy
calamenene

» (+)-(7R,10S)-3-hydroxy
calamenene

» (+)-(7R,10S5)-3-methoxy
calamenene

> (+)-(7R,10S)-calamenene

> (-)-(7S5,10S)-3-methoxy
calamenene
» (-)-(7S,10R)-calamenene

CiS

trans

trans

CiS

CiS

trans

[a],
+27

+59
+42

+43

-29

-/3

6 C-9
28.6

30.8

30.7

28.9

28.8

31.0



Le composé 3 [a], +62

dextrogyre a donc comme structure HOHC =4
(+)-(7R, 10S)-15-hydroxycalamenene OO
Structure confirmée par corrélation chimique |

2  1atm, t° ambiante 12

Pd/C 2n

Les données du composé 12 obtenu

H3C N
(EIMS, RMN 1H et 13C ) sont
iIdentiques a celles décrites
par Nakashima et al., dans 110

Molecules, 7, 517 (2002)
soit (+)-(7R, 10S)-calamenene 12

3 Enantiomeére (+) d’origine naturelle décrit ici pour la 1¢¢
fols



ﬂ [a]p +22

* HREIMS (C,cH,,0,)

* En IR , on note la présence de 2 bandes
d’absorption a 3383 et 3142 cm™ attribuables
aux groupements OH

* La comparaison des données RMN !H et 13C des
composés 1 et 4 montre que 4 est un dérive
hydroxylé de 1.

Les données sont similaires sauf pour le méthyle aromatique:

5, 4.58 (2H,

5, 2.27 (3H, s) On 4.5
C N

5c 21.2




Structure de 4 confirmée par corrélation chimique

H3C

H2 latm, t° ambiante

Pd/C z

-

4 (+)-(7R,10S)-2,15-dihydroxycalamenene

Produit naturel nouveau



5 [a], +66

* HREIMS (C;cH,,0,)

* En IR , on note |la présence de la bande
d’absorption a 3383 cm™ attribuable a un
groupement OH et de |la bande d’absorption a
1681 cm™ attribuable a un groupement
carbonyle

* Les données RMN !H et 13C sont similaires a
celles des composés 1 et 4 sauf maintenant la
présence des sighaux caractéristiques d’un
groupement aldéhyde en C-15




A
5, 9.86 (1H, Slu’\c
5c 192.9 15

Produit naturel
nouveau

5
5 (+)-(7R,10S)-2-hydroxy-15-calamenal

Structure de 5 confirmée par correlation chimique




6 [a]p +62

* HREIMS (C,H,,0)

* Le spectre IR montre |la présence de |la bande
d’absorption (v._oa 1699 cm™)

* Les spectres RMN 'H et '3C donnent les
signaux (6, 9.95 et 6. 192.7) d’un groupement
aldéhyde.

* La comparaison des données spectrales de 6 a
celle du composé 3 suggere que 6 est
I'aldéhyde correspondant a 3



Structure de 6 confirmée par corrélation chimique

C)\
\ 7 HOH,C [

/C — ~
H 15 H2 latm, t° ambiante o OG
Pd/C zn

10 10

3
6
6 (+)-(7R,10S)-15-calamenal

La presence du 15-calamenal dans les huiles
essentielles de Juniperus oxycedrus a été
décrite par Barrero et al, Flav. Frag. J., 8,
185, (1993) mais sans précision sur la
stereochimie, puisqu’ils ont détermine la
structure par GC/MS



Dérivés de calamenene

3 R=CH,OH
6 R=CHO



16 [a], -85 (CHCI;; ¢ 1.6)

* HREIMS (C,cH,,0,)

* Le spectre IR montre |la présence de la bande
d’absorption

d’un OH (v, a 3372 cm™) —g‘O—H

et d’'un carbonyle conjugué a 1683 cm-! /

Z I

Y
O



'analyse des spectres RMN *H et 13C montre
que 16 est un dérivé de calamenane

portant un OH en C-1, un carbonyle en C-3 et
une double liaison en C-4



Klnig et Wright rapportent
dans Magn. Res. Chem.,
33,178, (1995) l'isolement du
cubenol-3-one 17 a partir de
I'algue brune Dictyopteris
delicatula ayant la méme
constitution que le composé
16 .

Cependant leurs spectres
RMN ne sont pas
superposables

ce qul Indigue gue ce sont
des diastéréosisomeres.



Structure de 16 déterminée par corréelation
chimique

Acide p—sulfonique=
/ Toluéne
HO

= 2
16

O
I
(][ [LTE

En C-7 la configuration est7R
En C-10 la configuration est 10S)



Les correlations en NOESY sont observees
pour H-6/H-7, H-6,/H-2ax, et H-2eq/H ;-14
et pas de correlation entre H-5 et H-7

ni entre H-2eq et H-10

»Jonction cis des
cycles

> H-6 et H-7 sont en
cis I'un par rapport a
OH ] I'autre

\ I Y
U3 . OH £

16
(+)-(1S,6R,7R,10S)-1-hydroxy-3-oxo-amorph-4-ene
16 Produit naturel nouveau




13 [a] -23 (CHCl,; ¢ 2.7)

identifié au (-)-a- cadinol,
sesquiterpene présent dans
plusieurs plantes et huiles
essentielles .

13

)



14 et 15

» donne une tache unigue
en CCM.

* EIMS m/z 220 (82 M*)

* Mais les signaux en RMN
13C montrent qu'on a un
melange

(75/25) de cadinenal et de
son epimere en C-6.

lls n'ont pas pu étre
séparés, donc leurs

configurations absolues
non déeterminées



Sesquiterpenes de Tarenna madagascariensis (Rubiaceae)




Autres constituants: 3dimeres dérivés du
phénylpropane

18 (-) Cubebin

19 (-) Dihydrocubebin con  cron

20 (-) Hinokinin




Tests biologiques

Les extraits au Le test utilisé
dichlorométhane et dénommé MTT est une
au méthanol ainsi technique indirecte
que chaque produit permettant de mesurer
isolé sont testés pour en Sjours l'effet d'un
leur activité anti produit sur la

tumorale au niveau croissance globale

de la croissance d’une population
globale de six lignées cellulaire se

tumorales humaines. developpant in vitro.




Ce test est basé sur la
mesure de cellules
vivantes, donc
métaboliguement actives,
au 5eme jour de culture,
capables de transformer
par réduction
mitochondriale le produit
MTT(3-(4,5-
diméthylthiazol-2-yl)-2,5
diphényl tétrazolium
bromide)

de couleur jaunatre en un

produit de couleur bleue,
le formazan.

La quantité de formazan
obtenue est mesurée par
spectrophotomeétrie et est
directement
proportionnelle au nombre
de cellules vivantes. La
mesure de la densité
optique (DO) permet ainsi
une mesure quantitative de
I'effet du produit étudié au
niveau de la croissance
globale des populations
cellulaires analysées et de
le comparer a d’autres.




Six lignées tumorales humaines provenant de American
Type Culture Collection(ATCC, Manassas, VA)

* U-373 MG| d’origine astrocytaire
* Hs683

e HCT-15 '_ d’origine colorectale
* LoVo
* A549 d’origine pulmonaire

* MCF-7 d’origine mammaire




* Chaque extrait est analysé selon 9
concentrations allant de 10°M a 10° M

* Les résultats sont exprimés sous forme de
graphique représentant la croissance globale
des 6 lignées humaines tumorales en
fonction du contrbéle normalisé a 0%.

* L'IC ., est la concentration qui inhibe la
croissance cellulaire globale de 50%



OVERALL GROWTH (CT="0%"")

28-ED-LCO-SM/03 28-EM-LCO-SM/03
50 50 —
Tl
BT 25712
I 3
0 ' 0
=25 - 25 -
-50 - 50
75 - 75 -
-100 -100
0.01 pg/ml 0.lpgml  E 1pgml B 10pgm ] 100 pg/ml
0.05 pg/ml 05ugm B 5 pg/ml 50 pg/ml




Profil d’activité des extraits

U'extrait au
dichloromeéthane
reduit de maniere
statistiguement
significative la
croissance
cellulaire globale
aux concentrations
de 100 a
0.5pg/ml.

La valeur de I'lC,
se situe entre 5 et

lug/ml

'activité
cytotoxique de
I'extrait au
méthanol est plus
faible que celle
obtenue avec
I'extrait
dichlorométhane.

La valeur de I'lC,
comprise entre 50
et 100pg/ml.

44



* Ces profils d’activité expliquent la poursuite de
I’étude de 'extrait au dichlorométhane

e [‘activité cytotoxique de chaque produit pur
isolé a été testée.

Aucun des produits purs isolés ne présente
d’activité antitumorale in vitro sur les lignées de
cellules cancéreuses.

Les produits isolés ne sont donc pas
responsables de l'activité cytotoxique modérée
de l'extrait au dichlorométhane sur les six
lignées de cellules cancéreuses humaines.




4. CONCLUSION



 'etude phytochimique réalisée sur Tarenna
madagascariensis a permis de mettre en
évidence au total 10 sesquiterpenes dérivés du
calamenene dont 5 nouveaux. Leurs
configurations absolues et relatives ont été
précisees.

'étude biologique a mis en évidence lactivité
antitumorale modérée de lextrait au
dichlorométhane sur des lignées de cellules
cancéreuses humaines.

La suite des travaux consiste a rechercher les
autres constituants responsables de cette activité
cytotoxique modérée de 'extrait au
dichlorométhane.
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