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Introduction 
Notre laboratoire Substances d’Origine Naturelle et Analogues Structuraux (SONAS) travaille depuis plusieurs 

années sur les métabolites secondaires présentant des propriétés anti-inflammatoires et immunomodulatrices. 

Les polyphénols, et en particuliers ceux étant prénylés, font partis des composés qui présentent les effets 

biologiques recherchés [1]. Les Clusiaceae et Calophyllaceae sont deux familles de plantes connues pour contenir 

une grande variété de polyphénols prénylés [2]. Afin d’étudier les effets de ces molécules sur la réponse 

inflammatoire et/ou immune, des essais biologiques ont été menés sur différents types de polyphénols prénylés 

[3]. Ces travaux de doctorat de Caroline Rouger ont démontré que la guttiferone J, un acylphloroglucinol 

polycyclique polyprénylé (PPAP : Polycyclic Polyprenylated AcylPholoroglucinol), pouvait diminuer l’expression 

de plusieurs molécules du Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH), notamment les CMH de classe II ainsi 

que le Human Leucocyte Antigen E (HLA-E) [3]. Ces molécules du CMH contrôlent à la fois l’immunité innée et 

la réponse immunitaire adaptative de l’organisme, que ce soit en conditions physiologiques ou pathologiques. 

Moduler l’expression des molécules du CMH pourrait donc présenter des effets thérapeutiques intéressants. En 

effet, HLA-E permet à certaines cellules cancéreuses d’échapper aux leucocytes; son inhibition constituerait ainsi 

une cible potentielle pour un agent anti-cancéreux. Les molécules du CMH de classe II, quant à elles, sont 

impliquées dans plusieurs pathologies telles que les maladies auto-immunes et les phénomènes de rejet de greffe. 

Ainsi, des drogues capables de moduler la réponse immunitaire présentent des outils utiles à l’immunothérapie 

et à la compréhension générale des mécanismes cellulaires impliqués dans cette réponse. Notre ambition initiale 

était donc d’identifier de nouvelles PPAPs actives vis à vis du CMH et/ou du HLA-E, et de tester leurs effets sur le 

système immunitaire en les comparant à la guttiferone J. 

 

Le fractionnement et la purification de molécules à partir d’extraits végétaux complexes n’est pas tâche aisée car 

ils nécessitent souvent de nombreuses optimisations des étapes chromatographiques et analytiques avant 

d’arriver à un composé pur. Ces composés peuvent de plus se révéler d’intérêt limité ou inexistant pour l’objectif 

que l’on cherche à atteindre, résultant en une perte de temps et de moyens considérables. Des techniques 

appelées « déréplication » ont fait leur apparition au début des années 90, et continuent de se développer, afin 

de pallier ces inconvénients. L’objectif de la déréplication est d’être capable, grâce à une comparaison avec des 

bases de données, de directement identifier les molécules connues à partir d’une analyse de mélange complexe. 

Une analyse déréplicative permet donc de se focaliser sur des fractions qui contiennent les molécules d’intérêt; 

dans notre cas, les PPAPs. 

 

Ce travail de doctorat est donc parti de l’objectif de pouvoir utiliser une méthode de déréplication nous permettant 

de pouvoir rapidement identifier les mélanges riches en PPAPs, afin de pouvoir les purifier pour évaluation 

biologique. Après avoir fait un état de l’art concernant les méthodes de déréplication reportées dans la littérature 

(cf. I. État de l’art), les travaux personnels seront présentés en seconde partie (cf. II. Travaux personnels). 

Ceux-ci ont d’abord consistés en une réflexion sur la façon la plus adéquate de construire les bases de données 

utilisées en déréplication (cf. 1. Construction des bases de données). Ensuite, après avoir testé les différents 

algorithmes de déréplication disponibles, nous avons développé notre propre programme (cf. 2. Algorithme de 

déréplication). Le développement ce de programme a nécessité de travailler sur plusieurs exemples de 
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déréplication afin de valider la méthode (cf. 3. Validation de la méthode) avant de pouvoir enfin l’appliquer à 

la déréplication des PPAPs (cf. 4. Application de la méthode). 

 

Ce manuscrit de thèse est construit autour de propositions de publications qui seront soumises, ou sont en cours 

de soumission auprès de journaux scientifiques. Cela permettra de valoriser les différents travaux réalisés au 

cours du doctorat, mais également la consultation du manuscrit par des lecteurs non-francophones. 

I. État de l’art 
Avant de choisir une méthode de déréplication adaptée à notre problème, il est important de savoir quels sont 

les outils nécessaires à la mise en place d’un tel processus ainsi que les divers protocoles existants. Une revue 

de la littérature a d’abord permis de dégager quelles étaient les manières les plus répandues de conduire une 

étude déréplicative et, à partir de ces exemples, le protocole de déréplication a pu être découpé en plusieurs 

étapes clé. Les différentes façons de procéder pour chacune de ces étapes sont ensuite été analysées et discutées, 

afin d’en dégager les avantages et inconvénients. L’ensemble de ces éléments est présenté dans la proposition 

de revue suivante. 

1. Article 1 : A highlight on 13C-NMR based dereplication 
methods 

L’analyse des documents de la littérature révèle que la Spectrométrie de Masse (SM) et la spectroscopie par 

Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) sont les méthodes analytiques les plus fréquemment associés aux 

analyses de déréplication. Bien que l’usage de la SM soit plus répandu, la RMN y trouve quand même sa place. 

En se basant sur des exemples de déréplication, utilisant notamment les réseaux moléculaires [4], le processus 

a pu être découpé en plusieurs étapes clés : l’échantillonnage, le choix d’outils analytiques pertinents, la collecte 

ou l’établissement de références/bases de données, la comparaison entre données à dérépliquer et références et 

enfin, la confirmation des hypothèses faites par la déréplication.  Ces étapes peuvent être abordées de manières 

très différentes au sein des équipes de recherche, en résultent ainsi des méthodes de déréplication très variées. 

 

Les méthodes utilisant la RMN du 13C ont fait l’objet d’une attention particulière car c’est celles qui semblaient 

répondre à notre problème de déréplication des acylphloroglucinols polycycliques polyprénylés (PPAPs). En effet, 

les PPAPs sont une classe de molécules comprenant de nombreux stéréoisomères [5], ce qui les rend difficile à 

différencier par SM, présentant donc la RMN comme le choix le plus adapté. 
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II. Travaux personnels 

1. Construction des bases de données 

1.1. L’étape clé des références 

Comme la précédente revue nous a permis de le constater, une des étapes-clé du processus de déréplication est 

la construction d’un set de molécules de références, souvent compilées en bases de données, utilisé pour l’étape 

de comparaison entre les signaux de l’échantillon et ceux des références. C’est donc une des premières 

problématiques à laquelle nous avons été confrontés pour la construction de bases adaptées à notre objectif de 

déréplication par RMN 13C. En effet, on retrouve dans la littérature des façons très différentes de procéder à cette 

étape, tant au niveau qualitatif (types de molécules) que quantitatif (nombre d’entrées) des bases (cf. 1. Article 

1 : A highlight on 13C-NMR based dereplication methods). 

 

Les molécules servant de référence peuvent être sélectionnées en se basant sur un ou plusieurs critères 

chimiotaxonomiques (famille, genre ou espèce d’où est extrait l’échantillon), structuraux (type de composés 

supposés présents dans l’échantillon) ou bien chercher à regrouper le maximum de molécules possible. En 

fonction de la façon dont une base est construite, cela peut conduire à des bases contenant une cinquantaine de 

molécules [6], tout comme des dizaines de milliers [7], ce qui impacte bien évidemment les résultats de la 

déréplication. Une base de données trop large peut en effet « noyer » l’information, en proposant énormément 

de molécules « parasites » à comparer. En revanche, une base de données trop restreinte risque de ne pas 

contenir les molécules d’intérêt, ou leurs analogues. 

 

L’autre différence importante concernant les bases de données utilisées dans la littérature est le choix d’utiliser 

des données expérimentales [8], des données prédites [6], ou un mélange des deux [9]. D’un premier abord, il 

semble plus intéressant de construire des bases de données à partir de données expérimentales, permettant ainsi 

de jouir d’une précision plus importante lors de la comparaison des data. Cependant, deux inconvénients majeurs 

sont à pointer. D’abord, la construction de ce genre de base représente une quantité de travail conséquente, 

impliquant d’associer manuellement tous les δc aux structures moléculaires, dans le cas de bases à visée 

déréplicative par RMN-13C. L’autre problème rencontré est que ce long travail peut ne pas porter ses fruits dans 

le cas où les données récoltées dans la littérature ont été enregistrées dans un solvant deutéré différent de celui 

utilisé pour l’échantillon d’intérêt. Pour la plupart des molécules, et notamment les PPAPs qui nous intéressent, il 

serait impossible de construire une base expérimentale contenant uniquement des déplacements chimiques des 

molécules enregistrées dans le même solvant deutéré. En effet les données sont indifféremment reportées dans 

le DMSO, le méthanol (± acide trifluoroacétique) et dans la pyridine deutérés [10, 11]. 

 

L’utilisation de logiciels permettant, à partir des structures des molécules d’intérêt, la prédiction des déplacements 

chimiques de chaque atome est également possible (ACD/Labs® [12], MestReNova® [13] et ChemDraw® [14]). Il 

ne s’agit en fait pas d’une prédiction de novo mais plus d’une estimation par similarité(s) observée(s). Les 

logiciels, pour la plupart commerciaux, se basent en effet sur les codes HOSE (Hierachically Ordered Spherical 
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description of Environment) des atomes. Le code HOSE d’un atome est défini par les autres atomes présents dans 

son environnement, dans une sphère d’un diamètre plus ou moins large (Figure 1) [15]. L’environnement 

immédiat de l’atome, situé à une liaison autour de celui-ci, représente le niveau 1 du code HOSE. Une sphère de 

2 liaisons de diamètre représentant le niveau 2, ainsi de suite. Un exemple de HOSE coding est présenté en 

Figure 2. Les logiciels intègrent leur propre base de données de données expérimentales (i.e. δC). Pour une 

molécule donnée, l’algorithme recherche dans cette base de données, atome par atome, un code HOSE identique 

de plus grand niveau possible (c’est-à-dire possédant le niveau sphérique le plus large possible). Si aucun résultat 

n’est trouvé avec un niveau élevé la recherche recommencera avec un diamètre de sphère réduit. Si, par exemple, 

aucun atome ne partage le même code HOSE de niveau 6, le programme cherchera un atome possédant un code 

HOSE de niveau 5. Lorsque des résultats sont trouvés, le déplacement chimique de l’atome est prédit par un 

calcul, qui peut être une simple moyenne des déplacements expérimentaux trouvés, mais qui n’est pas explicité 

sur la plupart des logiciels (effet « boîte noire ») [12-14]. La qualité des prédictions repose donc également sur 

la « richesse » (nombre de structures différentes et nombre d’environnement similaires) de la base de données. 

 

 
Figure 1: (A) Principe général du code HOSE et (B) extrait du codex HOSE. 

 

A B Symbole Signification

= Double liaison

* Charge délocalisée

C Atome de carbone

O Atome d’oxygène

N Atome d’azote

X Atome de chlore

& Fermeture de cycle

, Séparateur

;(//) Séparateurs de 
sphères
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Figure 2: HOSE code détaillé du C-1 de la molécule A 

 

Cette méthode représenterait ainsi une alternative intéressante à la construction de bases de données 

expérimentales car, une fois les structures des molécules d’intérêt collectées, elle permet d’obtenir des bases de 

données de grande taille de façon très rapide, notamment grâce à la possibilité d’automatiser certains processus 

grâce à des macros. Cependant, il est important de savoir si la précision de ces prédictions est suffisante pour 

Niveau 
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précédent

Numéro 
d’atome

Code 
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I Aucun 1 C *C C
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*CX,*&,,CC/

4b X
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4d C

V
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3b *&
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5a C
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2b 2c
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3b

3d

4a

4c 4d

5a
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atteindre l’objectif de déréplication que l’on s’est fixé. Notre première étude avait donc pour but d’analyser la 

qualité des données obtenues via 3 logiciels prédictifs, afin de déterminer si cette méthode pouvait être utilisée, 

sans altérer la qualité des résultats finaux, dans notre processus d’analyse. 

1.2. Article 2: 13C-NMR dereplication of Garcinia extracts: Predicted 
chemical shifts as reliable databases 

1.2.1. Résumé de l’article 2 

Cet article [16] reprend les principaux résultats issus de cette étude, i.e. dans un premier temps, l’évaluation de 

la précision de 3 logiciels de prédictions des δc (ACD/Labs® [12], MestReNova® [13] et ChemDraw® [14]), et dans 

un second temps, la comparaison de l’utilisation de banques de données expérimentales et prédictives sur un 

exemple d’analyse déréplicative d’un extrait de Garcinia bancana malaisien (Clusiaceae). 

 

Pour ce faire, 80 structures de produits naturels ont été recueillies de façon à obtenir des molécules de classes 

chimiques différentes, représentatives de la famille des Clusiaceae : benzophénones, biphényles, chromanones, 

coumarines, depsidones, PPAPs, tocotriénols, triterpènes et xanthones. D’une part, les déplacements 

expérimentaux de ces molécules ont été recueillis à partir de diverses publications; d’autre part, les déplacements 

chimiques de ces mêmes molécules ont été prédits par les 3 différents logiciels à notre disposition. Pour chaque 

logiciel, la différence en ppm entre valeur prédite et expérimentale a été calculée et répertoriée dans un tableur. 

Grâce à la fonction de tableau croisé dynamique proposé par Microsoft Excel®, il a en effet été possible de 

visualiser l’importance de cette différence de précision en fonction de la classe chimique des molécules ou du type 

de carbone considéré (carbone quaternaire, tertiaire, secondaire primaire, carbone lié à des fonctions oxydée, 

etc…). 

 

L’exemple précis de déréplication a ensuite consisté à appliquer la méthode décrite par de Hubert et al. [9] à un 

extrait dichlorométhanique de G. bancana. Après fractionnement, analyse 13C-NMR, binning1 des déplacements 

chimiques et HCA, les déplacements chimiques présents au sein de chaque cluster ont été soumis à une recherche 

dans deux banques de données. La première est une banque de données prédictives, construite à partir des 

structures de 718 produits naturels reportés dans le genre Garcinia (disponible en supporting information de 

1.2.2. Article 2). La seconde, est la base de données CH-NMR-NP® de la société JEOL [17], librement disponible 

en ligne (https://www.j-resonance.com/en/nmrdb/), regroupant les données des déplacements chimiques 

expérimentaux de 30 500 produits naturels, reportés dans la littérature entre 2000 et 2014. Les hypothèses 

proposées par ces deux types de banques de données ont ensuite été comparées à la réelle composition de 

l’extrait initial, celle-ci ayant parallèlement fait l’objet d’une étude phytochimique menée par HPLC semi-

préparative et analyse RMN des molécules purifiées. 

 

 
1 Le binning permet de découper l’axe des ordonnées du spectre RMN (ppm) en plusieurs intervalles égaux appelés 
bins (généralement 0,2 ppm). Dans chacun des bins, seuls le signal possédant la plus forte intensité sera 
conservé. Cela permet de simplifier le jeu de données. 

https://www.j-resonance.com/en/nmrdb/
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1.2.2. Article 2 
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Ces expériences ont permis de souligner qu’il existe des différences notables de qualité des estimations selon les 

différents logiciels de prédictions. Pour une structure donnée, ACD/Labs® [12] prédit en moyenne 75% des 

signaux dans un intervalle de 1,25 ppm autour des valeurs expérimentales. Les logiciels MestReNova® [13] et 

ChemDraw® [14], quant à eux, nécessitent un intervalle de respectivement 2,00 et 3,00 ppm pour recouvrir 75% 

des signaux, ¾ des signaux étant empiriquement une valeur reflétant une bonne identification de molécule. On 

observe que les déplacements chimiques de certaines classes structurales sont prédits avec plus de précision que 

d’autres, ce qui peut notamment être lié à l’abondance respective de leur description dans la littérature (cf. 1.1. 

L’étape clé des références). Cependant, aucun lien n’a pu être établi entre qualité de la précision et un type 

de carbone donné. 

 

ACD/Labs® [12], qui proposait le logiciel de prédiction le plus précis, a donc été choisi pour la construction des 

bases de données prédictives. L’algorithme de recherche d’ACD/Labs® a aussi été utilisé pour l’étape de 

comparaison, en tenant compte des paramètres expérimentalement définis (75% des δc trouvés pour une marge 

d’erreur de ± 1,25 ppm). Concernant la base de données expérimentale, celle-ci est indissociable de l’algorithme 

de recherche proposé par le site CH-NMR-NP [17], c’est donc ce dernier qui a été utilisé pour l’étape de 

comparaison.  

 

Les recherches avec les deux différents types de bases ont donné des résultats très similaires La présence de 

stéréoisomères des garcinol, xanthochymol et cycloxanthochymol était suggérée par les algorithmes. Les 

hypothèses ont été confirmées concernant le stéréoisomère du garcinol (guttiferone F) et du xanthochymol lors 

de la purification des produits présents dans les fractions (cf. 1.2.2. Article 2). 

 

Après la publication de ces travaux, des purifications additionnelles de composés ont permis de confirmer la 

présence de (-)-cycloxanthochymol et de 30-epi-cambogin au sein de ce même extrait. Cela permet d’appuyer le 

fait que les hypothèses proposées par les deux types de banques de données sont correctes ou très proches de 

la réalité. 

 

Dans notre étude, l’utilisation du logiciel ACD/Labs® [12] pour prédire les bases de données et son utilisation lors 

d’un processus de déréplication a donc donné des résultats de qualité comparable à celle d’une base 

expérimentale avec l’avantage, bien sûr, de pouvoir construire en mode semi-automatisé (utilisation de macros 

informatiques) - et donc très rapidement - de larges bases de δc prédits. 
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2. Algorithme de déréplication 
La nature des bases de données à utiliser étant maintenant connue, la partie de comparaison automatisée des 

data, c’est-à-dire les différents algorithmes utilisés pour la déréplication par RMN-13C, reste à explorer. Certains 

logiciels commerciaux permettent déjà la comparaison informatique des jeux de données, mais l’effet « boîte 

noire » masquant leur fonctionnement précis, ne permet parfois pas de pouvoir expliquer et discuter les 

hypothèses qu’ils proposent. Ils ne permettent pas non plus de pouvoir apporter de nouvelles données aux bases 

expérimentales sur lesquels leur prédiction est basée, et donc de potentiellement améliorer la qualité de la 

prédiction. De ce fait, certaines équipes de recherches s’orientent vers la création de leurs propres algorithmes 

de recherche. A notre connaissance, pour la première fois en avril 2017, Bakiri et al. ont mis librement à 

disposition l’algorithme codé par leurs soins, appelé DerepCrude, permettant la déréplication d’extrait brut par 

RMN-13C, sans étape de fractionnement [6]. L’étude a été conduite sur un extrait d’alcaloïdes totaux obtenu à 

partir des feuilles de Peumus boldus (Monimiaceae), plante contenant diverses isoquinoléines de type 

aporphinique. 

 

Deux points ont attiré notre attention. D’abord, cette méthode propose de travailler directement sur des extraits 

bruts, ce qui permet de ne pas passer par des étapes de fractionnement pour formuler des hypothèses sur la 

composition des échantillons. Ensuite le code est disponible, ce qui nous autorise à tester ce nouvel algorithme 

et à le comparer aux outils déjà à notre disposition, c’est-à-dire l’algorithme commercial de recherche 

d’ACD/Labs® [12], intégré au logiciel de bases de données, et l’algorithme de recherche de la société JEOL, lié à 

la base CH-NMR-NP disponible en ligne [17]. 

 

Après avoir présenté les éléments essentiels nécessaire au fonctionnement des algorithmes existants, les résultats 

de tests menés avec ces derniers seront présentés. Puis, grâce à la lecture du code de l’algorithme DerepCrude 

proposé par Bakiri et al., une analyse plus poussée de son fonctionnement sera détaillée afin de chercher des 

terrains d’optimisation qui seront exposés dans la dernière partie. 

2.1. Éléments de fonctionnement des algorithmes de déréplication 
par RMN-13C existants 

Il convient de succinctement décrire chacun des algorithmes ainsi que les éléments nécessaires à la recherche 

car, même s’ils sont similaires, ils comportent chacun des spécificités. Tous comportent 4 types d’éléments : (A) 

les données initiales, (B) les paramètres de recherche, (C) les systèmes de filtrage des résultats ou des banques 

de données, (D) le calcul et la présentation des résultats. 

 

Concernant l’algorithme proposé par ACD/Labs® [12], l’utilisateur rentre (A) les déplacements chimiques qu’il 

souhaite soumettre à la recherche (Figure 3). La base de données utilisée pour la comparaison est un fichier 

SDF (Structure Data File), ensemble de fichier .mol (fichiers de structure de molécules), dans lequel la valeur 

(expérimentale ou prédite) des déplacements chimiques carbone (δC) est incluse. (B) Un « looseness factor », 

qui représente la marge autorisée pour un déplacement chimique donné (± ppm), et donc la précision attendue, 

doit être renseigné. (C) Un minimal number of shifts to match doit également être renseigné, ce qui empêche les 
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molécules trop « petites » (faible nombre de carbone) d’apparaître dans les résultats. Si l’utilisateur connaît la 

classe chimique recherchée, ce qui est loin d’être toujours le cas, nous avons observé expérimentalement qu’une 

valeur de minimal number of shifts to match située entre 50% et 75% du nombre moyen de carbones associé à 

cette classe chimique donnait d’excellents résultats. Choisir ce nombre de shifts minimal devient plus 

problématique quand des échantillons contenant des molécules de tailles inconnues et/ou très différentes sont 

analysés. (B) Le dernier paramètre est la possibilité de cocher une case « Do not match one chemical shift for 

several shift queries », ce qui permet d’autoriser ou non la réutilisation de déplacements chimiques (en cas de 

carbones équivalents par exemple). (D) Les résultats seront automatiquement classés en fonction d’un score 

calculé qui prend en compte le nombre de déplacement chimiques qui ont pu être associés entre la banque de 

données et les données de l’utilisateur. (C) Une fois les résultats obtenus, il est possible de les filtrer en utilisant 

n’importe quelle information stockée dans la base de données utilisée (poids moléculaire, formule brute, etc…). 

 

 
Figure 3: Fenêtre de recherche dans ACD Labs®. 

 

L’algorithme disponible sur le site CH-NMR-NP [17] requiert également (B) une « allowance » en ppm qui sert 

de marge autorisée pour (A) chacun des déplacements chimiques fournis par l’utilisateur (Figure 4). Ce 

paramètre est fixé par défaut à 2 ppm mais, la base JEOL étant une base de données de déplacements chimiques 

expérimentaux, cette marge peut être largement réduite (jusqu’à 0,1 ppm). (C) Un pourcentage de similarité 

minimum, s’apparentant à un score (nombre de signaux associés / nombre de signaux totaux de la molécule) 

peut également être utilisé comme filtre. Il est aussi possible d’ajouter des filtres additionnels, comme des poids 

moléculaires, renseigner les régions de spectre RMN-13C dépourvues de signaux, ou bien la formule brute de la 

molécule. (D) Les molécules sont ensuite présentées par pourcentage de similarité décroissant. 
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Figure 4: Fenêtre de recherche sur CH-NMR-NP. 

 

Le script Python DerepCrude développé par Bakari et al. [6] nécessite (A) la liste des déplacements chimiques 

mais également leurs intensités respectives qui sont fournies par l’utilisateur sous la forme d’un fichier .txt. La 

base de données à utiliser est soumise sous la forme d’un SDF, ensemble de fichiers .mol (fichiers de structure 

de molécules), dans lequel la valeur des déplacements chimiques est incluse et formatée de façon à être 

correctement reconnue par l’algorithme. (B) Le paramètre de marge autorisée, « looseness factor », doit être 

renseigné par l’utilisateur, les créateurs de l’algorithme recommandant ± 1 ppm. (C) Un score minimum doit 

également être indiqué, ce qui permettra d’uniquement afficher des résultats ayant dépassé un certain score (le 

score étant le rapport entre le nombre de δC associés et le nombre total de carbones au sein d’une molécule). 

Enfin, un nombre e d’écart-type σ doit être choisi. Ce dernier permettra de prendre en compte l’intensité des pics 

associés, et de faire en sorte que seuls des déplacements chimiques dont les intensités sont comprises entre la 

moyenne ± le nombre d’écart-type choisi (e x σ) soient pris en compte pour le matching (cf. 2.3. 

Fonctionnement de l’algorithme DerepCrude). La valeur par défaut est de 2 écart-types. (D) Les différents 

composés sont classés par scores décroissants dans le fichier de résultats. 

 

Quant au fonctionnement interne de ces algorithmes, il est difficile de le décrire de façon certaine pour les 

commerciaux (ACD/Labs® [12], CH-NMR-NP [17]) qui agissent comme des boîtes noires. Pour DerepCrude [6], 

les informations communiquées par publication et l’étude du code Python ont permis de décrypter son 
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fonctionnement. Celui-ci sera détaillé et discuté dans le paragraphe 2.3. Fonctionnement de l’algorithme 

DerepCrude . 

2.2. Essais de déréplication 

2.2.1. Partie expérimentale 

Afin d’évaluer la qualité des résultats des différents algorithmes à notre disposition, un second exemple a été 

choisi pour une étude déréplicative. Il s’agit cette fois d’une fraction enrichie d’Allanblackia floribunda (Clusiaceae) 

qui nous a été fournie pour analyse dans le cadre d’une collaboration avec l’équipe de Félix Tomi (Université de 

Corse Pascal Paoli). Un profil HPLC-UV de la fraction a été obtenu en phase inverse avec une colonne Lichrospher 

(150 mm x 4,6 mm ; 5 µm), avec un gradient démarrant à 5% de méthanol / 95% d’eau + 0,1 % d’acide formique 

pour atteindre 100% de méthanol / 0% d’eau + 0,1% d’acide formique en 50 min. Le débit est de 1 mL / min et 

la détection UV se fait à 254 nm. Le chromatogramme est disponible en Figure 5, accompagné de la structure 

des molécules qui ont été ensuite identifiées au sein de la fraction. 

 

 
 

Figure 5: (A) Profil de l’extrait d’Allanblackia floribunda à 254 nm. (B) Type de structure identifiée dans la 

fraction : fukugiside. 

 

Les bases de données utilisées pour ces essais ont été (1) la base de donnée de déplacements chimiques réels 

CH-NMR-NP [17] (puisque indissociable de l’algorithme de recherche du site), (2) une base de données de 

déplacement chimiques prédits avec ACD/Labs® [12] «Garcinia », construite à partir des structures des molécules 

reportées dans le genre Garcinia d’après le Dictionary of Natural Products (DNP) [18], (3) une base de données 

chimiques prédits avec ACD/Labs® [12] « Allanblackia », construite à partir des structures des molécules 

reportées dans le genre Allanblackia d’après une recherche sur SciFinder [19]. Il convient de noter que ces bases 

de données sont de tailles très différentes puisqu’elles comportent respectivement (1) 30 500, (2) 718 et (3) 39 

A

B
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molécules. Les bases de données Garcinia et Allanblackia ont été utilisées avec les algorithmes d’ACD/Labs® [12] 

et DerepCrude [6]. 

2.2.2. Résultats 

Pour l’algorithme CH-NMR-NP et sa base de données associée [17], en suivant les paramètres de recherche 

recommandées par le site et décrits dans la partie 2.1. Éléments de fonctionnement des algorithmes de 

déréplication par RMN-13C existants, le premier résultat fût le fukugiside, un biflavonoïde glycosylé, dont la 

présence a été ensuite confirmée par comparaison manuelle des signaux de la fraction (Figure 5) avec ceux 

publiés [20]. 

 

Pour l’algorithme d’ACD/Labs® [12], la recherche dans la base Allanblackia avec un looseness factor de 0,9 ppm 

et au moins 16 carbones requis pour un match (70 % des 24 carbones d’une xanthone), propose 2 structures 

biflavonoïdiques : la GB 2a et la (+)-volkensiflavone (Figure 6). 

 

 
Figure 6: Résultats proposés par l’algorithme ACD/Labs® avec la base de données Allanblackia concernant la 

composition de la fraction enrichie d’Allanblackia floribunda. 

 

Une recherche dans la base de données Garcinia avec les mêmes paramètres (0,9 ppm de looseness factor et 16 

carbones minimum pour un match), aboutit à 26 molécules possédant également des structures biflavonoïdiques, 

la plupart d’entre elles étant des hétérosides. Afin de réduire le nombre de résultats, la recherche a été renouvelée 

en réduisant le looseness factor à 0,5 ppm. 4 molécules sont suggérées : le spicataside, le fukugiside, la 

rhusflavanone et le GB 1a glucoside (Figure 7). 

 

GB 2a (+)-Volkensiflavone
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Figure 7: Résultats proposés par l’algorithme ACD/Labs® avec la base de données Garcinia concernant la 

composition de la fraction enrichie d’Allanblackia floribunda. 

 

L’algorithme DerepCrude de Bakiri et al. [6] a également été testé sur ce même exemple, d’abord avec la base 

Allanblackia. Les paramètres utilisés sont ceux recommandés par les créateurs du script, à savoir un looseness 

factor de 1 ppm pour la recherche et 2 écart-types pour le filtre d’intensité. Le score minimal a été placé à 0,70 

afin de limiter le nombre de résultats. Les molécules proposées sont la (+)-volkensiflavone, la fukugetine, le 

fukugiside, la GB 2a, la 4-phénylcoumarine et la catéchine (Figure 8). 

  

Spicataside Fukugiside

Rhusflavanone GB 1a glucoside
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Figure 8: Résultats proposés par l’algorithme DerepCrude avec la base de données Allanblackia concernant la 

composition de la fraction enrichie d’Allanblackia floribunda. 

 

Une recherche avec les mêmes paramètres, mais cette fois dans la base Garcinia, donne 39 propositions de 

molécules, dont les 24 premières sont présentées en Figure 9. 

 

 

 

(+)-Volkensiflavone
Score: 0,90

Fukugetine
Score: 0,80

Fukugiside
Score: 0,75

GB 2a
Score: 0,73

Catéchine
Score: 0,73

4-phénylcoumarine
Score: 0,73
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Figure 9: Résultats proposés par l’algorithme DerepCrude avec la base de données Garcinia concernant la 

composition de la fraction enrichie d’Allanblackia floribunda. 

2.2.3. Discussion 

La présence du fukugiside dans la fraction enrichie ayant été confirmée (Tableau 1), il est possible d’évaluer la 

pertinence des réponses données par les différents algorithmes. Notons également que, même si la seconde 

molécule majoritaire n’a pas été formellement identifiée, on peut supposer, d’après les déplacements chimiques 

résiduels (i. e. non attribués), qu’il s’agit d’un hétéroside comportant deux sucres et une génine de structure 

flavonoïdique (Tableau 1). 
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Tableau 1: Déplacements chimiques carbone 13 en ppm correspondant au fukugiside et aux signaux restants. 

 
 

La recherche sur CH-NMR-NP [17] illustre parfaitement la puissance des bases de données expérimentales lorsque 

les échantillons sont analysés dans un solvant deutéré identique : on retrouve la molécule correcte avec un score 

maximal. 

 

La recherche à partir de la base Allanblackia, avec l’algorithme ACD/Labs® [12], donne cependant moins 

d’informations car elle présente uniquement des génines analogues des molécules présentes dans la fraction, 

alors que la base contient bien des hétérosides. La base prédite Garcinia donne tout de même un résultat 

permettant directement de s’orienter vers un type de structure particulier (biflavonoïdes glycosylés), et comporte 

également le fukugiside parmi ces propositions. 

 

Avec l’algorithme DerepCrude [6], une recherche dans la base Allanblackia permet d’identifier le fukugiside assez 

rapidement, même si les autres hypothèses orienteraient plus vers des biflavonoïdes non glycosylées. Le passage 

sur la base Garcinia, plus large en termes de nombre d’entrées, rend le processus de déréplication plus difficile 

pour cet algorithme. En effet, même s’il présente en score correct, le fukugiside n’arrive qu’en 23ème position. On 

remarque aussi que de nombreuses classes structurales sont suggérées, avec un score important, avant d’arriver 

au premier biflavonoïde glycosylé (10ème position) : on retrouve ainsi des benzophénones (glycosylées ou non), 

des flavonoïdes (glycosylés ou non) et des biflavonoïdes non glycosylés.  

 

On remarque que ces 3 algorithmes produisent des résultats relativement différents, et que le choix d’une banque 

de données influence considérablement le processus de recherche. Une base de données plus large, dans notre 

cas, la base Garcinia, peut soit permettre de trouver les molécules correctes (ACD/Labs® [12]), soit « noyer » les 

bons résultats parmi le nombre trop important de molécules (DerepCrude [6]). Bien qu’il ne soit pas possible de 

savoir comment l’algorithme proposé par ACD/Labs® fonctionne pour expliquer ces résultats, l’algorithme 

Extrait 
(MeOD)

Fukugiside 
(MeOD)

197,5 197,6
184,0 183,9
168,3 168,3
166,2 166,1
165,8 165,7
164,9 164,8
162,8 162,7
161,7 161,6
158,5 158,5
156,7 156,7
151,3 151,1
146,9 146,7
130,3 130,4
129,4 129,4
123,1 123,1
120,8 120,8
116,9 116,9

Extrait 
(MeOD)

Fukugiside 
(MeOD)

115,4 115,5
114,2 114,4
106,5 106,5
104,1 104,1
103,6 103,6
103,3 103,3
101,5 101,5
99,6 99,5
97,6 97,7
96,5 96,5
82,8 82,8
78,6 78,5
78,3 78,3
75,2 75,2
71,0 71,1
62,4 62,5
51,0 51,0

Signaux restants

198,5 102,1
184,1 101,0
168,8 96,6
162,9 96,4
162,7 84,1
159,1 78,2
132,3 78,0
129,9 74,7
129,8 74,6
129,5 62,8
129,5 62,2
129,2 49,9
122,7 30,8
117,0 19,3
116,4 15,0
116,0 14,4
104,5 9,2



 Bruguière Antoine | Mise au point d’une méthode d’analyse 
déréplicative par RMN du carbone 13    69 

 

DerepCrude présente en revanche cet avantage : il est possible de savoir comment le procédé de matching (c’est-

à-dire d’association des δC) est réalisé par examen du code associé. On peut donc ainsi chercher à comprendre 

pourquoi certaines molécules sont associées d’une façon ou d’une autre. 

2.3. Fonctionnement de l’algorithme DerepCrude 

Le script DerepCrude proposé par Bakiri et al. [6] a été codé avec le langage de programmation informatique 

Python (version 2.7) [21]. A partir du spectre RMN-13C considéré sont récupérés la liste des déplacements 

chimiques, et leurs intensités respectives, sous la forme d’un fichier .txt. Ce fichier sera traité par le programme 

et comparé à une base de données fournie par l’utilisateur sous forme d’un fichier SDF (ensemble de fichiers 

.mol, fichiers de structure de molécules ; sera illustré dans le chapitre 2.5. Description de l’algorithme 

MixONat  en Figure 16 et Figure 17). Après avoir rentré les paramètres précédemment décrits, à savoir le 

looseness factor (« l »), le score minimal (« c ») et le nombre d’écart-type (« e ») (Figure 10), le processus de 

matching (association des déplacements chimiques) peut commencer pour chaque molécule comprise dans le 

SDF. 

 

 
Figure 10: Lancement de l’algorithme DerepCrude. 

 

Comme illustré par la Figure 11, les listes de δC du spectre et de chaque molécule de la base de données sont 

d’abord triées par ordre croissant. La différence absolue entre la valeur du premier δC de chaque liste est calculée, 

c’est-à-dire δC1-SDF-M (déplacement chimique du 1er carbone de la liste pour la molécule du SDF) et δC1-13C 

(déplacement chimique du 1er carbone du spectre 13C). 

 

- Si cette différence est égale ou inférieure à la valeur du looseness factor « l » définie par l’utilisateur, 

les valeurs δC1-SDF-M et δC1-13C et l’intensité correspondante à δC1-13C, IC1-13C, sont stockées. Le programme passe à 

la valeur suivante de la molécule δC2-SDF-M et calcule la différence absolue avec la valeur suivante du spectre δC2-

S, recommençant ainsi un nouveau cycle. 

 

- Si cette différence est supérieure à la valeur du looseness factor « l », le programme cherche à comparer 

la valeur suivante du spectre δC2-13C avec la même valeur de la molécule que précédemment δC1-SDF-M, et continue 

la boucle. Si de plus, δCx-SDF-M - δCy-13C < l, l’algorithme passe directement au δC-SDF-M suivant. En effet, les 

déplacements chimiques étant classés par ordre décroissant, si δCy-13C dépasse δCx-SDF-M de plus d’une fois l, alors 

il n’y aura pas de solution qui satisferont les conditions imposées par la marge l plus loin dans la liste de δCy-13C. 

Par exemple : l = 1,0 ppm, δC1-SDF-M = 10,0 ppm et δC1-13C = 8,0 ppm. On a bien |δC1-SDF-M - δC1-13C|> l, soit |10,0-
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8,0|> 1,0. Les signaux ne peuvent pas être associés. δC1-SDF-M - δC1-13C = 2,0, ce qui est bien supérieur au looseness 

factor. L’algorithme passe donc au δC-13C suivant. Maintenant, l = 1,0 ppm, δC1-SDF-M = 10,0 ppm et δC2-13C = 12,0 

ppm. On a toujours |δC1-SDF-M - δC2-13C|> l, soit |10,0-12,0|> 1,0. Mais cette fois, δC1-SDF-M - δC2-13C = -2,0, ce qui 

est inférieur à l. Il n’est donc pas nécessaire de continuer d’explorer la liste des δC-13C puisque toutes les valeurs 

suivantes seront supérieures à 12,0 ppm, et donc impossible à associer avec 10,0 ppm. L’algorithme passe donc 

au δC2-SDF-M. 

 

Dès que deux signaux sont associés, le programme examine si deux déplacements consécutifs de la molécule 

sont équivalents (δCx-SDF-M = δCx+1-SDF-M). Si c’est le cas, le déplacement chimique « unique » du spectre sera alors 

associé 2 fois : au lieu d’avancer vers le carbone suivant, le programme réutilise le même déplacement que 

précédemment (δCy-13C = δCy-1-13C). 

 

A partir du 3ème déplacement chimique associé, le programme applique le filtre d’intensité : les couples de signaux 

qui seront dorénavant associés ne seront considérés valables que si l’intensité des déplacements chimiques « en 

cours de matching » est comprise dans un intervalle de e écart-type autour de la moyenne des intensités des 

déplacements chimiques déjà associés. Dans le cas contraire, ils seront rejetés. 

 

Lorsque toutes les associations possibles ont été réalisés entre les deux listes de déplacements chimiques, celle 

de la molécule du SDF et celle du spectre, un score est attribué à la molécule. Ce dernier correspond au nombre 

de δC qui ont été associés sur le nombre de δC total de la molécule. L’intégralité du processus de matching est 

répétée pour chaque molécule du SDF jusqu’à ce que le programme atteigne la fin de liste. 

 

  



 Bruguière Antoine | Mise au point d’une méthode d’analyse 
déréplicative par RMN du carbone 13    71 

 

 
 

Figure 11: Fonctionnement de l’algorithme DerepCrude. 
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Les résultats sont présentés sous la forme de 2 fichiers, qui font apparaître les molécules par scores décroissants, 

si ces derniers sont supérieurs à la valeur minimale c définie par l’utilisateur. Tout d’abord un fichier texte reprend, 

pour chaque molécule, son nom, son score et la liste des déplacements chimiques qui ont été associés (Figure 

12). Ensuite, un module graphique permet une illustration des structures moléculaires, de leurs noms et de leurs 

scores (Figure 13). 

 

 
Figure 12: Fichier texte (.txt) de résultats générés par l’algorithme DerepCrude. 

 

 
Figure 13: Fichier image (.png) de résultats de l’algorithme DerepCrude. 
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2.4. Recherche d’améliorations algorithmiques 

A partir des observations effectuées sur les algorithmes existants, dans une optique d’optimisation des résultats, 

nous avons cherché à comprendre quels paramètres pouvaient être implémentés à un nouvel algorithme afin 

d’améliorer son potentiel discriminant. L’idée principale est d’introduire une sélection des carbones selon leur 

nombre de liaisons : carbones primaires, secondaires, tertiaires ou quaternaires. Il serait en effet possible 

d’obtenir cette information sur les données expérimentales à partir de 2 spectres DEPT (135 et 90), et la base de 

données pourra être reclassée en fonction du nombre de liaison de chaque carbone. Ce travail sera détaillé dans 

les paragraphes suivants. 

2.4.1. Exploitation des données issues des expériences DEPT 

Le premier, et principal paramètre, a été l’utilisation des données obtenues lors de l’utilisation de séquences 

DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer) en complément des valeurs des δC. En effet, les 

expériences DEPT permettent de déduire la multiplicité des carbones en se basant sur le phasage des signaux 

(Figure 14). En DEPT 135, les signaux des CH et CH3 apparaîtront « positifs » (phase), ceux des CH2 « négatifs » 

(antiphase) tandis que ceux des C quaternaires, ne bénéficiant pas du transfert de polarisation 1H → 13C seront 

d’intensité si faible qu’ils seront généralement confondu avec le bruit de fond et donc « absents » du spectre. En 

DEPT 90, seuls les signaux des CH apparaitront, phasés positivement, sur le spectre. La combinaison de ces 

informations permet ainsi de créer des couples déplacement chimique/multiplicité du carbone. 

 

 
Figure 14: Information sur la multiplicité des atomes de carbone déduite des expériences de RMN-13C et DEPT 

135 & 90. 

 

Cette double information permet en effet une analyse beaucoup plus discriminante qu’une simple analyse des δC. 

Afin de d’évaluer cet effet discriminant, la banque de données Garcinia, comprenant les 718 produits naturels 

reportées dans le genre Garcinia d’après le DNP [18], a été analysée pour visualiser les « combinaisons » de type 
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de carbones spécifiques à chaque molécule. C’est-à-dire que pour chaque molécule de la base de données, le 

nombre de C quaternaire, CH2 et CH+CH3 a été répertorié en tableau (Tableau 2). Dans ce tableau, les 

combinaisons les plus fréquentes ont ensuite été triées par ordre décroissant. Par exemple, on observe que, pour 

les produits naturels isolés des Garcinia, la combinaison la plus fréquente est « 13 carbones quaternaires, 2 

carbones secondaires et 9 carbones tertiaires ou primaires » et qu’elle n’est partagée que par 21 molécules ne 

représentant qu’environ 3% de la base de données. 

 

Tableau 2: Nombre de produits naturels de la base de données Garcinia partageant la même combinaison de 

[C, CH2, CH3+CH]. 

 
 

L’analyse plus approfondie de ces données a permis de trouver à quelle fréquence un groupe de taille particulière 

était retrouvé. Le Tableau 3 montre ainsi que, dans 164 cas (c’est-à-dire dans plus de 50% des cas), 1 

combinaison particulière mène à 1 seule possibilité de molécule dans la base de données, et que dans 49 cas, 

une combinaison mène à 2 possibilités de structures. Donc, dans plus de 70% des cas, une combinaison 

particulière de C, CH2 et CH3+CH n’oriente que vers 1 ou 2 molécules en particulier. 

  

Cq CH2
CH +
CH3

Nb de 
molécules

13 2 9 21

15 3 10 16

11 1 7 15

15 6 17 15

12 2 9 13

13 2 8 12

16 6 16 12

13 1 10 10

13 1 9 10

15 2 11 10

12 1 10 9

15 5 18 9

8 0 5 9

11 1 9 8

12 3 8 8

Cq CH2
CH +
CH3

Nb de 
molécules

12 3 9 8

13 2 10 8

14 4 10 8

16 4 13 8

17 6 15 8

11 0 7 7

11 1 6 7

11 4 15 7

13 3 7 7

14 4 11 7

15 1 12 7

15 8 15 7

16 8 19 7

10 0 8 6

… … … …
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Tableau 3: Nombre de fois (colonne de gauche) où une combinaison de [C, CH2, CH3+CH] amène à un groupe 

dont la taille est indiquée de la colonne de droite. 

 
 

Cela semble bien confirmer que la réalisation additionnelle d’une expérience de type DEPT 135 (CH3 et CH étant 

ici indifférenciés), permet de limiter drastiquement les possibilités de structures et donc d’arriver rapidement aux 

molécules d’intérêt. La différentiation supplémentaire des carbones tertiaires et primaires, permise par 

l’expérience DEPT 90 (Tableau 4), augmente également le taux de discrimination, comme illustré par le Tableau 

5. Dans 218 cas, soit environ 60% du total des possibilités, 1 combinaison correspond à 1 molécule particulière 

dans la base de données. Dans 66 cas, 1 combinaison peut correspondre à 2 molécules de cette même base. 

Donc, dans plus de 75% des cas, 1 combinaison de Cq, CH, CH2, CH3 oriente vers 1 ou 2 structures. 

 

Tableau 4: Nombre de produits naturels de la base de données Garcinia partageant la même combinaison de 

[Cq, CH, CH2, CH3]. 

 
  

Nb 
d’occurence

Taille du 
groupe

164 1

49 2

24 3

18 4

10 5

8 7

7 6

7 8

3 9

3 10

2 12

2 15

1 13

1 16

1 21

Cq CH CH2 CH3
Nb de 

molécules

13 4 2 5 19

15 8 6 9 15

11 4 1 3 15

15 4 3 6 14

13 4 2 4 12

12 5 2 4 10

13 5 1 5 10

12 6 1 4 9

15 5 2 6 9

16 7 6 9 9

8 5 0 0 9

13 5 1 4 9

14 5 4 5 8

13 4 2 6 8

15 7 8 8 7

Cq CH CH2 CH3
Nb de 

molécules

16 9 8 10 7

16 6 4 7 7

14 5 4 6 7

11 4 1 2 7

11 5 4 10 7

11 4 1 4 6

10 5 1 2 6

12 5 3 4 6

15 6 1 6 6

9 4 0 1 6

15 3 4 6 5

11 6 3 3 5

10 5 1 3 5

11 5 0 3 5

… … … … …
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Tableau 5: Nombre de fois (colonne de gauche) où une combinaison de [Cq, CH, CH2, CH3] amène à un groupe 

dont la taille est indiquée de la colonne de droite. 

 

2.4.2. Matching des déplacements chimiques des 13C 

La seconde optimisation proposée se fait au niveau de l’association des déplacements chimiques. En effet, tous 

les algorithmes proposent une marge autorisée lors de la comparaison des signaux mais, la plupart d’entre eux, 

considèrent que le premier déplacement chimique compris dans cet intervalle est le déplacement correct qui sera 

donc associé. Il semblerait plus intéressant de faire en sorte que les déplacements chimiques soit associés avec 

les valeurs les plus proches possible, c’est-à-dire commencer par rechercher des matchs « parfaits » (aucune 

différence entre les valeurs des δc) puis graduellement augmenter la marge jusqu’à atteindre la valeur maximale 

définie par l’utilisateur. Cette façon de procéder serait évidemment capitale lors de l’utilisation de bases de 

données expérimentales, dans lesquelles les différences observées entre valeurs sont généralement très faibles : 

de l’ordre de 0,1 à 0,2 ppm (lorsque les données sont enregistrées dans le même solvant deutéré). Cet avantage 

s’appliquera également aux bases associant données prédites et expérimentales. Cependant l’intérêt de cette 

méthode de calcul peut paraître amoindri pour une utilisation limitée aux données prédites mais l’expérience a 

montré la fiabilité des outils de prédictions, et qu’associer les déplacements les plus proches améliore les résultats 

(cf. 3.1. Huile essentielle de menthe poivrée). 

2.4.3. Utilisation de filtres 

La possibilité de filtrer les résultats, comme le proposent déjà certains algorithmes, est un outil puissant 

permettant d’apporter autant d’informations que l’on en possède, et donc de réduire le champ des possibles. 

Proposer l’utilisation d’un filtre de masse moléculaire semblait adapté car des analyses SM sont assez fréquentes 

en phytochimie, et un grand nombre de chercheurs peuvent avoir accès à cette information. Cela permet aussi 

de sélectionner des produits naturels ayant une masse moléculaire comprise dans un intervalle donné si 

l’utilisateur à « une idée » de la composition de son mélange. Cela rejoint un peu le principe de « minimal number 

of shifts to match » proposé par l’algorithme d’ACD/Labs® [12], dans le sens où ces deux paramètres constituent 

un critère de taille de molécule, permettant ainsi de discriminer d’avantage les différents candidats entre eux. 

Nb 
d’occurence

Taille du 
groupe

218 1

66 2

27 3

13 4

12 5

6 7

5 6

5 9

2 8

2 10

2 15

1 12

1 14

1 19
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2.4.4. Interactivité 

La dernière amélioration possible réside dans « l’interactivité » de l’utilisateur avec les résultats. Les outils utilisés 

pour la déréplication ne présentent en effet en aucun cas des résultats absolus ou définitifs : il s’agit d’hypothèses, 

qui doivent être discutées et triées grâce aux connaissances phytochimiques et analytiques de l’utilisateur. C’est 

pour cela qu’il semble important que ce dernier puisse, à partir des résultats, avoir accès à un maximum 

d’informations sur la façon dont les signaux ont été associés, mais également faire rapidement le lien avec les 

données initiales, i.e. le spectre RMN et la base de données SDF. Non seulement l’accès à ces informations mais 

également la possible optimisation manuelle de ces dernières, d’une façon rapide et intuitive, a constitué un des 

objectifs de ce programme. 

2.4.5. Intensité des signaux 

Enfin, une discussion sur l’utilisation d’un filtre d’intensité nous est apparue essentielle. La mise en place d’un tel 

système devrait permettre de faire en sorte, en se basant sur l’intensité des signaux observés, que seuls les 

signaux appartenant à une même molécule, donc avec une intensité d’un même ordre de grandeur, soient 

associés ensemble. Cela permettrait théoriquement de réduire les possibilités de matching dans lesquelles des 

signaux issus de composés différents sont attribués à une même molécule. C’est ce que Bakiri et al. [6] ont 

proposé dans leur script, en calculant une moyenne d’intensité des signaux associés. Puis, considérant que toutes 

les intensités sortant de l’intervalle de e écart-types appartenaient à des molécules distinctes, leur algorithme 

excluait ces composés. Cependant, après utilisation de cet algorithme, il nous est apparu que supprimer ce filtre 

d’intensité aboutissait à de meilleurs résultats (cf. Annexe 1.1. Le filtre d’intensité de DerepCrude). Après 

quelques essais infructueux de mise en place d’un filtre d’intensité fonctionnel (cf. Annexes 1.4. Essais de 

clustering avec DBSCAN), nous avons décidé de faire en sorte que l’évaluation de l’homogénéité des intensités 

des signaux associés soit laissée aux soins de l’utilisateur, en lui procurant, au niveau de l’interface graphique, 

une visualisation directe des signaux associés et de leurs intensités respectives. 

2.5. Description de l’algorithme MixONat 

Compte-tenu des observations précédentes, nous avons développé un nouveau programme. Puis avec l’aide de 

Frédéric Saubion (Laboratoire LERIA, EA2645, UNIV Angers, SFR MathSTIC, Faculté des Sciences) et d’étudiants 

en master 2 informatique 1) le code que nous avions créé a été optimisé afin de pouvoir y associer une interface 

graphique, 2) des fonctions permettant l’amélioration des résultats post-matching ont été ajoutées et 3) des 

scripts permettant une installation et un lancement du programme facilité ont été créés. Le programme a été 

baptisé MixONat, pour Mixture Of Natural products dont la version 1.0 est présentée dans les paragraphes 

suivants. 

 

L’interface graphique a été implémentée afin de faciliter l’utilisation de MixONat, la manipulation des différents 

paramètres, et la visualisation des résultats lors de l’utilisation routinière du logiciel. Lors de l’installation, un 

script multi-plateformes permet la création d’un environnement virtuel sous Conda [22] ainsi que le 

téléchargement et la mise en place de toutes les dépendances du programme, à savoir RDKit [23] gérant les 

lectures de fichier SDF et les tâches associées aux dessins de structures de molécules, Matplotlib [24] permettant 

le tracé de graphiques, et Kivy [25] responsable de l’affichage de l’interface graphique créée. 
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La fenêtre qui s’affiche au lancement du programme présente aujourd’hui 3 onglets (Figure 15) : Inputs 

(Données), Parameters (Paramètres) et CTypeGen (Générateur de base de données intégrant les δC triés par type 

de carbone). 

 

 
Figure 15: Onglet CTypeGen permettant de trier les déplacements chimiques de chaque molécule de la base 

de données SDF en fonction du type de carbone. 

2.5.1. Génération des bases de données : onglet CTypeGen  

L’onglet CTypeGen (Figure 15) permet la modification des bases de données originales fournies au format SDF 

afin que les déplacements chimiques 13C qu’elles contiennent soient triés selon qu’il s’agit de carbones 

quaternaires, de méthines, de méthylènes ou de méthyles. Les données doivent être correctement triées pour 

être utilisables par le programme. Comme décrit précédemment, les bases de données sont créées à partir 

d’ensembles de fichier de structures, les fichiers .mol, qui peuvent également contenir un certain nombre 

d’informations (nom, formule brute, etc…). Ces ensembles de fichiers .mol, appelés SDF, doivent également 

contenir l’information concernant les valeurs des déplacements chimiques des carbones des molécules, prédites 

par un logiciel ou entrées manuellement, avant d’entamer l’étape de transformation. 

 

Afin de mieux comprendre comment s’effectue cette transformation des bases de données, l’anatomie d’un SDF 

- dans laquelle le code de fichier .mol correspondant au benzaldéhyde est explicité - est présentée en Figure 16. 

Le fichier commence par indiquer le nom du logiciel utilisé pour sa création : ici ACD/Labs® [12] a été utilisé. Le 

premier ensemble de ligne qui va suivre s’appelle le Mol block, qui est en fait la description minimale nécessaire 

au bon fonctionnement d’un fichier .mol. Ce bloc est composé d’une ligne d’introduction, et de deux blocs (atom 

block et bound block). La première ligne d’introduction comporte 2 numéros. Le premier indique le nombre de 

lignes dans le bloc des atomes (ou atom block), situé juste dessous, ce qui correspond généralement au nombre 



 Bruguière Antoine | Mise au point d’une méthode d’analyse 
déréplicative par RMN du carbone 13    79 

 

d’atomes de la molécule qui ne sont pas des hydrogènes (à l’exception de certains hydrogènes explicites, 

généralement associés à une information stéréochimique, qui peuvent apparaître). Le second numéro indique le 

nombre de ligne dans le bloc des liaisons (ou bound block), situé sous le bloc précédent, correspondant ici au 

nombre de liaisons entre les différents atomes non-hydrogènes (avec la même exception que précédemment 

citée). 

 

Le bloc des atomes décrit les atomes ligne par ligne, la première ligne correspondant à l’atome numéro 1 et ainsi 

de suite2. Les coordonnées spatiales X, Y et Z sont indiquées en première, seconde et troisième colonne ; la 

quatrième colonne présentant le symbole de l’atome. Ici, la structure étant en 2D, la troisième dimension n’est 

pas renseignée. Pour prendre un exemple, on remarque que la ligne 2 est l’origine (0,0,0) et correspond à un 

atome d’oxygène. Les atomes 5 et 7 possèdent la même valeur que 2 pour leur coordonnée selon X. C’est bien 

ce qui est représenté sur la structure du benzaldéhyde dans l’encadré : l’atome d’oxygène portant le numéro 2 

est bien aligné selon X (verticalement) avec les deux atomes de carbone 5 et 7. On peut faire cette analyse pour 

d’autre couples d’atome comme 5 et 4, qui partagent la même coordonnée selon Y (horizontalement). 

Le bloc des liaisons, situé sous le bloc des atomes, décrit ligne par ligne les liaisons inter atomiques (les liaisons 

pouvant être simples, doubles ou triples). La première colonne présente le numéro du premier atome de la liaison, 

la seconde colonne présente son partenaire, et la troisième colonne indique le nombre de liaison entre ces deux 

atomes. La première ligne, on lit 1 2 2, ce qui peut se traduire par l’atome 1 et l’atome 2 sont relié par 2 liaisons. 

Cela est facilement vérifié sur la structure de la molécule puisqu’il s’agit ici de la liaison aldéhydique. La seconde 

ligne indique que l’atome 1 est également lié à l’atome 3 par 1 liaison. On peut ainsi en déduire le nombre total 

de liaison de chaque atome, et donc leur multiplicité. C’est donc grâce à l’analyse automatisée de ce bloc que le 

tri par type de carbone effectué par CTypeGen sera possible. Enfin, la quatrième colonne dans le bloc des liaisons 

n’indique ici que des 0. Cela est signe d’une structure totalement plane (ou du moins, dessinée de façon planaire). 

Si des informations de stéréochimies sont dessinées, c’est ici qu’elles seront stockées en indiquant que la liaison 

définie sur la ligne est soit en avant (symbolisé par un 1) soit en arrière du plan (symbolisé par un 6). 

Enfin, le Mol block se termine par « M END ». 

 

 

 
2 Attention à certains problèmes de numérotation qui peuvent apparaître lorsque plusieurs logiciels (notamment 
de dessin de molécules) sont utilisés consécutivement sur la même structure. La numérotation du SDF et celle 
apparaissant dans le logiciel pourront être différentes. 
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Figure 16: Anatomie d’un SDF : le Mol Block du benzaldéhyde. 

 

A la suite du Mol Block précédemment décrit se trouve une série d’étiquettes (ou « tags »), qui constituent un 

ensemble d’informations supplémentaires pouvant être stockées dans le fichier SDF par l’utilisateur. Chaque 

étiquette est présentée de la façon suivante : « >  <Etiquette> ». Sur la Figure 17, on peut voir les étiquettes 

ici choisies : ID (numéro d’identification de la molécule au sein de la banque de données), Formula (formule brute 

de la molécule), FW (« formula weight » ou masse molaire), CAS (Numéro d’identification CAS), Name (Nom 

commun), Predicted 13C shifts (liste de déplacement chimiques 13C prédits). Il s’agit ici d’un exemple particulier 

de SDF, car on peut imaginer que les mêmes informations aient une appellation différente (« MW » au lieu de 

« FW » par exemple), que certaines informations soient absentes ou bien ajoutées dans le SDF. Le nombre et la 

qualité des informations seront celles rentrées par l’utilisateur lors de la création de sa banque de données, et 

laissent donc de nombreuses opportunités en termes de richesse de l’information (cf. 3.2.4. Perspectives 

d’amélioration de MixONat). Afin d’utiliser le programme, l’utilisateur doit rentrer l’information concernant les 

déplacements chimiques de la molécule et lui donner la même appellation d’étiquette qu’ici choisie. On remarque 

ici 3 colonnes sous l’étiquette « Predicted 13C shifts » : la première correspond à une numérotation par défaut 

des atomes, la seconde correspond à la numérotation réelle des atomes (i.e. celle qui correspond à la description 

des atomes dans l’atom block), et la troisième correspond au déplacement chimique associé à l’atome de la 

colonne précédente. La double numérotation est un artefact apparaissant lors du transfert d’une structure 

moléculaire entre divers logiciels, chacun y appliquant sa propre numérotation. On remarque ici que c’est bien la 

numérotation indiquée en seconde colonne qu’il faut suivre : le déplacement chimique à 192.12 correspond à 

celui d’un aldéhyde, et donc au carbone 1, non au carbone 7. Après l’ensemble des étiquettes, les signes $$$$ 

indiquent la fin de l’entité (soit la fin d’un fichier .mol). Le Mol Block et les étiquettes de la molécule suivante se 

trouveront après ces symboles, et ainsi de suite pour chaque molécule de la base de données jusqu’à la fin du 

SDF. 

 

LOGICIEL UTILISÉ POUR LA
CRÉATION DU FICHIER

NOMBRE D’ATOMES ET DE
LIAISONS (HORS H) VERSION DU SDF

COORDONNÉES SPATIALES
X, Y ET Z DES ATOMES

TYPE D’ATOME

NUMÉRO DE L’ATOME
INITIAL, DE L’ATOME FINAL

ET NOMBRE DE LIAISONS
ENTRE EUX

STÉRÉOCHIMIE DE LA
LIAISON:

0 = DANS LE PLAN
1 = EN AVANT DU PLAN

6 = EN ARRIÈRE DU PLAN

FIN DU MOL BLOCK

A
TO

M
BL

O
CK

BO
U

N
D

BL
O

CK

STRUCTURE DÉCRITE PAR
LE FICHIER
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Figure 17: Anatomie d’un SDF : les étiquettes du benzaldéhyde. 

 

Cependant, la liste des déplacements chimiques comporte uniquement le numéro d’atome de carbone et son δC 

associé. Le travail du script CTypeGen va donc être de classer chaque carbone en fonction de sa multiplicité. Le 

fichier contenant des informations sur la structure de la molécule au niveau du Mol Block, on peut - comme décrit 

dans le paragraphe précédent - savoir si un carbone est quaternaire, tertiaire, secondaire ou primaire en comptant 

le nombre de liaisons de l’atome concerné. A partir du SDF initial, en se basant sur la liste des déplacements 

chimiques originale présente sous l’étiquette « Predicted 13C shifts », ce programme va in fine créer un nouvel 

SDF dans lequel 4 listes vont être créées pour chaque molécule, soit une nouvelle étiquette pour chaque différent 

type de carbone (4 possibilités) répertoriant ses numéros et déplacements chimiques (Figure 19). La 

transformation est montrée de façon plus concrète en Figure 18 toujours à partir du benzaldéhyde du 

benzaldéhyde. On constate que 4 nouvelles étiquettes ont été créées après l’étiquette « ID », « Quaternaries », 

« Tertiaries », « Secondaries » et « Primaries », et que les différents atomes et leur déplacements correspondants 

ont été triés en fonction de leur « parité ». Même si la molécule ne comporte pas un certain type d’atomes, 

comme les secondaires et les primaires dans le cas du benzaldéhyde, l’étiquette sera tout de même créée, mais 

restera vide d’information. 

 

FIN DE LA MOLÉCULE
PASSAGE À LA SUIVANTE

NUMÉROTATION PAR DÉFAUT
ET NUMÉROTATION RÉELLE

DES ATOMES

DÉPLACEMENTS
CHIMIQUES 13C 

ASSOCIÉS

NOM DE L’ÉTIQUETTE

STRUCTURE DÉCRITE PAR
LE FICHIER
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Figure 18: Extrait des étiquettes du benzaldéhyde après transformation par CTypeGen. 

 

Ce traitement par CTypeGen permettra ensuite que le programme de matching traite l’information en fonction de 

la multiplicité (déduite des expériences DEPT) des atomes. Cette étape est bien sûr uniquement nécessaire une 

fois, i. e. lors de la création d’une nouvelle base de données (SDF) de déplacements chimiques triés par type de 

carbone. Elle évite de refaire un tri par type de carbone à chaque utilisation du logiciel, réduisant ainsi le temps 

de calcul nécessaire. Une fois établi le fichier « c_type » pourra ensuite être réutilisé à volonté. 

 

 
Figure 19: Tri des bases de données par type de carbone par le premier script CTypeGen. 

 

Il convient de noter qu’afin de fonctionner correctement, le programme nécessite l’apport du SDF à 

retravailler/reclasser mais également d’un SDF de contenu identique à ceci près que les éléments relatifs à la 

stéréochimie des molécules en ont été supprimés (SDF no stereo file). Il est en effet très important que 

l’information stéréochimique soit absente (c’est-à-dire, au niveau informatique, que la 4ème colonne du bound 

block ne comporte que des 0) avant le tri par type de carbone ne s’opère, car elle peut induire des erreurs lors 

de la lecture de la multiplicité de chaque atome, résultant en un tri erroné.  

STRUCTURE DÉCRITE PAR
LE FICHIER

SDF MOLECULE M

NUMÉROS DES CARBONES DE x À m
NUMÉROS DE CARBONES QUATERNAIRES DE a À q
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Le programme est pour l’instant optimisé pour fonctionner avec des bases de données crées avec ACD/Labs® 

[12] et avec des étiquettes nommées de façon spécifique. Il est donc possible qu’il ne fonctionne pas correctement 

sur des fichiers de bases de données au format SDF produites au moyen d’autres supports. 

2.5.2. Matching : onglets Inputs et Parameters 

Les deux autres onglets, i.e. Inputs et Parameters sont liés au processus de déréplication en lui-même. 

 

L’onglet Inputs permet le chargement des fichiers d’entrée dans le programme, c’est-à-dire ceux nécessaires au 

bon fonctionnement de celui-ci (Figure 20). Au moins une base de données (.SDF) dont les δC des molécules 

sont triés par type de carbone et des données issues d’un spectre 13C-RMN sont nécessaires. L’utilisateur peut 

également ajouter des données DEPT 135 et DEPT 90 s’il en dispose. Les données spectrales sont fournies sous 

forme de tableau .csv des déplacements chimiques carbones et de leur intensité respective (Figure 21). 

 

 
Figure 20: Onglet Inputs permettant de charger via un explorateur les différents fichiers d’entrée dans le 

programme. Base de données (SDF) et spectre 13C (.csv) sont obligatoires, DEPT 135 et DEPT 90 (.csv) 

optionnels. 
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Figure 21: Exemple d’un fichier .csv (comma-separated values) d’un spectre RMN-13C généré avec Microsoft 

Excel. Le déplacement chimique et son intensité sont séparés par une virgule. 

 

Le dernier onglet Parameters (Figure 22) permet de sélectionner tous les paramètres nécessaires à la recherche 

effectuée : 

 

- La marge autorisée (ou tolerance) ε, qui est choisie selon la précision de la banque de données utilisée, i.e. 

selon que les δC sont réels ou prédits. Lors de la comparaison des signaux expérimentaux (δ13C) et de ceux 

contenus dans le fichier SDF (δSDF) pour chaque molécule, le logiciel considérera que δ13C peut être associé à δSDF 

si δSDF - ε < δ13C < δSDF + ε. Le travail précédemment cité [16] sur la précision des bases de données créées avec 

ACD/Labs® [12] nous permettent de choisir la valeur de ce paramètre tel que ε = 1,3 ppm s’il s’agit d’une base 

de données de déplacements chimiques prédits. Elle peut cependant être ajustée facilement si une base de 

données différente est utilisée, soit en tapant directement la valeur souhaitée, soit en augmentant ou diminuant 

la valeur grâce à des boutons + et -. 

 

- L’incrémentation de ε peut être activée ou désactivée grâce à une case à cocher. Si activée, le programme 

cherchera d’abord à associer les différents déplacements chimiques en considérant que ε = 0,0 ppm puis, 

augmentera cette valeur de façon incrémentale par paliers de 0,1 ppm jusqu’à atteindre la valeur ε fixée par 

l’utilisateur. Cela permet de faire en sorte que le processus de matching associe d’abord les déplacements 

chimiques les plus proches ensembles. Ce paramètre peut néanmoins être désactivé. Dans ce cas, l’algorithme 

associera un δSDF avec le premier δ13C compris dans un intervalle de ± ε. Ce paramètre est activé par défaut et il 

est conseillé de le laisser comme tel, surtout lors de l’utilisation de bases de données expérimentales. 

 

- Le facteur d’alignement, ou DEPT alignment, des données DEPT (135 et 90) permet d’associer un δ13C au 

signal lui correspondant dans le spectre DEPT 135 ou DEPT 90. En effet, les déplacements chimiques pouvant 

être légèrement décalés d’un spectre à l’autre, et non nécessairement de façon uniforme entre DEPT 135 et DEPT 

90, l’utilisateur doit renseigner cette valeur d’alignement. Par défaut, elle est basée à 0,02 ppm et se fait 

automatiquement, de façon incrémentale (de 0,00 ppm jusqu’à la valeur sélectionnée). La qualité des résultats 

est dépendante de ce facteur d’alignement puisqu’il va permettre de déduire la multiplicité des atomes. 
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- Un paramètre « carbones équivalents » peut être activé ou désactivé. Si activé, il permet au programme 

d’utiliser autant de fois un δ13C que la valeur du δSDF auquel il est associé est présente dans la liste de déplacements 

chimiques de la molécule du SDF. S’il est désactivé, un δ13C ne peut être utilisé qu’une seule fois et ce, peu importe 

le nombre de δSDF équivalents. Ce qu’il faut avoir à l’esprit en utilisant ce paramètre est d’abord que si l’on travaille 

avec des bases de données prédites, l’équivalence d’un ou plusieurs carbones est aussi prédite et donc, peut être 

incorrecte : des signaux prédits comme équivalents peuvent ne pas l’être en réalité et inversement. La seconde 

chose à laquelle il faut penser est que l’autorisation des « carbones équivalents » peut favoriser des molécules 

plus volumineuses comme des multimères, des molécules dotées de symétrie, mais également des longues 

chaînes carbonées dans lesquelles un seul signal sera utilisé une multitude de fois, et donc dont le score sera 

artificiellement augmenté. 

 

- Un filtre de masse moléculaire permet de choisir soit un ou plusieurs masses moléculaires précises, soit un 

intervalle de masse (± 1 g/mol). Seules les molécules répondant à ces critères seront traitées et triées dans les 

résultats. Ce filtre est optionnel. 

 

- L’utilisateur peut également choisir combien de résultats lui seront présentés, afin d’éviter que l’intégralité 

de la base de données n’apparaisse. De la même façon, il peut choisir le nombre de molécules qui s’afficheront 

par page de résultats lors de la sauvegarde de la recherche. 

 

- Grâce à un explorateur de fichiers, il est finalement possible de choisir l’endroit où les résultats seront 

sauvegardés ainsi que leur nom de fichier. 

 

 
Figure 22: Onglet Parameters permettant de modifier les paramètres du programme. Des valeurs par défauts 

sont proposées à l’utilisateur qui peut choisir de les modifiées en fonction des informations qu’il possède. 
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2.6. Fonctionnement du matching de l’algorithme MixONat 

Le programme de matching commence par trier les carbones du spectre RMN 13C en fonction de leur multiplicité. 

Le tri se fait en fonction des données DEPT fournies par l’utilisateur et prend en compte le facteur d’alignement 

DEPT choisi. S’il n’y a pas de fichier DEPT, les carbones restent indifférenciés. L’ajout d’un DEPT 135 permet de 

différencier les carbones secondaires, ayant une intensité négative, des carbones tertiaires et primaires, ayant 

une intensité positive. Les carbones présents dans le spectre 13C initial mais absent du spectre DEPT 135 sont 

considérés comme quaternaires. Si les données d’un spectre DEPT 90 sont également fournies, il est alors possible 

de différentier carbones tertiaires et primaires. Le programme commence d’abord par séparer les carbones 

secondaires, « négatifs » dans le DEPT 135, puis les carbones tertiaires, présents dans le DEPT 90. Enfin, les 

carbones primaires sont les carbones « positifs » du DEPT 135, absents du DEPT 90, et les carbones quaternaires 

sont les carbones restant du spectre RMN-13C initial (Figure 23). 

 

 

 
Figure 23: Fonctionnement de l’algorithme MixONat : données d’entrée et tri par type de carbone. 

 

Une fois le processus de tri terminé, le matching commence : les associations se font par type de carbone. C’est-

à-dire que les δC considérés comme ceux de carbones quaternaires dans le spectre ne peuvent être associés 

qu’avec des δC quaternaires du SDF. Les listes de déplacements chimiques expérimentales et celles du SDF sont 

triées par ordre croissant avant tout autre étape. Commençant par la première molécule du SDF (ID 1), 
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considérant son premier δSDF, le programme cherche un δ13C qui satisfait la marge autorisée, paramétrée par 

l’utilisateur. En fonction du choix de ce dernier, la recherche peut se faire de façon incrémentale, et donc chercher 

préférentiellement les correspondances les plus proches de la valeur prédite ou expérimentale. De même, un δ13C 

peut être utilisé plusieurs fois ou non en fonction du paramètre « carbones équivalents » renseigné. Quand tous 

les δSDF de la molécule 1 ont été passés en revue, un score et l’écart aux valeurs attendues (vide infra) sont 

calculés pour la molécule et l’information est stockée. 

 

Le score correspond au rapport entre le nombre de δC associés pour une molécule et le nombre total de δC que 

comporte cette molécule. L’écart (ou deviation) représente la différence absolue cumulée entre signaux associés, 

c’est-à-dire |δSDF- δ13C| pour chacun des signaux associés. L’algorithme répète ces opérations pour chaque 

molécule du SDF qui correspond aux paramètres de masse moléculaire éventuellement sélectionnés par 

l’utilisateur (Figure 24). 

 

 

 
Figure 24: Fonctionnement de l’algorithme MixONat : processus de matching et paramètres. 

 

Avant de présenter les résultats finaux, l’algorithme procède à une correction locale des associations. En effet, 

cet algorithme est dit « glouton », c’est-à-dire qu’il cherche à remplir les conditions imposées à un niveau local, 
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sans « vision globale » du process. Le glouton ne reviendra ainsi pas sur sa décision afin d’optimiser les résultats. 

En effet, il arrive que des déplacements chimiques soit associés car ils répondent à toutes les conditions fixées 

par l’utilisateur sans que les associations soient optimisées. Cela augmente alors artificiellement le taux d’écart 

sur une molécule. Voici un exemple concret permettant d’appréhender cette problématique (Figure 25). Le ε est 

fixé à 1,30 ppm : les δ13C du spectre 111,24 et 111,92 ont été respectivement associés aux δSDF 111,57 et 110,67 

d’une molécule du SDF. L’algorithme a bien associé en priorité les déplacements chimiques qui étaient les plus 

proches |111,24 – 111,57| = 0,33 alors que |111,92 – 111,57| = 0,35. Cependant, si on regarde la différence 

absolue cumulée (ou deviation) associée à ce matching, on se rend compte que |111,24 – 111,57| + |111,92 – 

110,67| = 1,58 ppm, alors que si les signaux associés avaient été inversés, |111,92 – 111,57| + |111,24 – 

110,67| = 0,92 ppm. Dans ce cas, dans une même fenêtre ε choisie, le matching des signaux n’était pas optimal. 

Le but de cet algorithme de correction locale des associations est donc le suivant : par groupes de signaux, dans 

une même fenêtre de ε ppm, il va chercher à optimiser les valeurs associées afin de réduire la différence absolue 

cumulée au maximum. Le score de la molécule ne sera pas modifié, mais l’écart le sera, ce qui permettra à 

plusieurs molécules possédant le même score d’être différenciées. 

 

 
Figure 25: Exemple de correction locale des associations : l’association proposée par l’algorithme en sortie de 

matching à gauche et la solution optimale corrigée par le script à droite. 

2.7. Présentation des résultats de l’algorithme MixONat 

Une fois le processus d’association terminé, le nombre de résultats choisis par l’utilisateur apparaîtra dans une 

nouvelle fenêtre. Les structures y apparaissent par score décroissant et écart croissant (Figure 26). En plus de 

la structure du composé, sont affichés son nom, sa masse molécule, son score et son écart. Sur la structure, les 

carbones identifiés apparaîtront surlignés en rouge. 
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Figure 26: Fenêtre de présentation générale des résultats interactifs dans MixONat. 

 

Il est possible de cliquer sur chaque structure pour avoir accès à des détails supplémentaires comme la 

numérotation des atomes sur la structure et la liste complète des δSDF triés par type de carbone (Figure 27). Un 

graphique représentant les δ13C associés et leurs intensités respectives est également affiché sous la forme d’un 

spectre 13C reconstitué. Sur cette présentation, les signaux apparaissent d’une couleur différente en fonction du 

type de carbone. Il est également possible de zoomer sur certaines zones du spectre et de l’exporter en tant 

qu’image. Cette fonctionnalité permet à l’utilisateur de rapidement repérer des déplacements chimiques dont 

l’intensité n’est clairement pas du même ordre de grandeur que les autres, et qui sont donc possiblement mal 

associés. L’utilisateur peut donc faire le lien entre structure, type de carbone, valeur de déplacement chimique et 

intensité, et ainsi prendre une décision post-matching. Après analyse des résultats par l’utilisateur, il est possible, 

à partir de la liste de déplacements chimiques précédemment mentionnée, de retirer un déplacement chimique 

qui avait été associé ou, au contraire, d’ajouter un déplacement chimique qui aurait dû l’être.  Cela permet par 

exemple de retirer des déplacements chimiques d’une intensité anormale, repérés sur le graphique. Le chercheur 

peut aussi s’en servir pour ajouter un carbone qui n’avait pas été initialement sélectionné dans le spectre RMN 
13C, par exemple à cause de sa faible intensité. Le déplacement chimique étant bien présent, il peut donc être 

associé manuellement avec un carbone de la molécule et ainsi augmenter son score. En effet, ces modifications 

se répercuteront sur la structure (carbones associés en rouge) et le graphique, mais également sur le score, et 

donc le classement de la molécule en question. La mise à jour se fera automatiquement, sans avoir à relancer le 

programme. Enfin, il est également possible de supprimer une molécule entière des résultats lorsque l’utilisateur 

considère qu’elle n’a pas sa place dans les résultats, par exemple d’un simple point de vue chimiotaxonomique. 
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Figure 27: Fenêtre de présentation spécifique d’un résultat dans MixONat. 

 

Une fois que le chercheur est intervenu et a modifié (ou non) les résultats à l’aide de ses connaissances 

analytiques et phytochimiques, ces derniers peuvent être sauvegardés sous la forme de 2 fichiers (Figure 28). 

Un fichier texte (.txt) qui résume les paramètres choisis pour la cherche et présente chaque molécule et les 

informations lui correspondant : nom, CAS, masse moléculaire, rang, écart, δC associés par type de carbone, etc… 

(Figure 29) Un fichier image (.png) représente les structures des molécules, avec les carbones associés surlignés 

en rouge, leur nom, masse moléculaire, score et écart (Figure 30). 

L’interface graphique permet de pouvoir lancer immédiatement une autre recherche en modifiant les paramètres 

ou les fichiers d’entrée souhaités. 

 

 
Figure 28: Fonctionnement de l’algorithme MixONat : données de sortie. 

Un fichier texte comprenant:
• Nom des différents fichiers d’entrée (13C, fichiers DEPT, SDF)
• Les paramètres utilisés pour la recherche (εmax, da135, da90)
• Le rang de la molécule, son ID, nom, numéro CAS, poids moléculaire et score
• La différence absolue cumulée entre les δC matchés (écart)
• La valeurs des δC du spectre (et leurs intensités) alignés avec les valeurs des δC du 

SDF avec lesquels ils ont été associés.

Données de sortie

Un fichier image comprenant:
• La structure numérotée de la molecule sur laquelle les carbones matches 

apparaissent en rouge
• Le rang de la molécule, son nom (ou CAS ou ID), son poids moléculaire, score et 

écart
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Figure 29: Extrait du fichier texte de résultats présentant les paramètres ainsi que le premier résultat d’une 

analyse 
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Figure 30: Extrait du fichier image de résultats présentant les 5 premiers résultats de la même analyse. 
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3. Validation de la méthode 
L’algorithme étant opérationnel, il nous fallait en prouver l’efficacité sur des exemples de matrices de complexités 

variables, tant en considérant le nombre de molécules constitutives que leur diversité structurale. Ces exemples 

ont aussi été choisis car il s’agit d’extraits de compositions connues de plantes d’usage commercial, i.e. valorisées 

sur un plan médicinal, alimentaire ou cosmétique. Ont été ainsi choisis : l’huile essentielle de Mentha piperita, un 

extrait d’alcaloïdes totaux isoquinoléiques de Papaver somniferum (capsules), un extrait polaire et un extrait 

apolaire de Rosmarinus officinialis (sommités fleuries), ainsi que l’extrait standardisé E392 issu de la même plante 

[26], et enfin un extrait brut et une fraction enrichie de Garcinia mangostana (péricarpes des fruits). 

 

Pour chacun de ces exemples, la démarche a été la même. Dans un premier temps, l’extrait a été caractérisé de 

façon non ambigüe, à l’aide de toutes les méthodes nécessaires (HPLC, SM, RMN). Puis, les résultats donnés par 

notre algorithme ont été comparés à la composition réelle de ces extraits. Enfin, ces résultats ont été 

scrupuleusement analysés afin de juger de la robustesse du programme : nous avons notamment tenté de 

comprendre pourquoi les molécules avaient été classées de la sorte par MixONat, pourquoi telle molécule était 

correctement retrouvée et pas telle autre, etc... 

3.1. Huile essentielle de menthe poivrée 

Un des extraits nous a permis de valider la méthode [27] est l’huile essentielle de Mentha piperita, utilisée 

traditionnellement en aromathérapie [28]. Comme pour chacun des autres exemples, nous avons d’abord pris le 

soin de caractériser la composition de l’huile essentielle par GC-MS et RMN 13C. Il a ensuite été possible de 

d’évaluer la pertinence des hypothèses proposées par le logiciel MixONat en les comparant avec les molécules 

présentes dans le mélange. Cet exemple a également été l’occasion de tester l’utilité du paramètre 

d’incrémentation de la fenêtre de recherche implémenté dans le logiciel. 

3.1.1. Partie expérimentale 

L’huile essentielle commerciale (Cooper) a été analysée par GC-MS (GCMS-QP2010 SE, Schimadzu) avec une 

colonne Phenomenex Zebron ZB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm). L’hélium était le gaz vecteur avec un débit de 

1,50 mL/min. La température de la colonne démarrait à 60°C pendant 10 min, et augmentait graduellement 

jusqu’à 180°C avec un taux de 2°C/min, pour finalement rester à 180°C pendant 5 min. L’analyse SM utilisait un 

système d’impact électronique (- 70eV), la source ionique était à 220°C et l’interface à 200°C. 1µL de l’échantillon 

a été injecté (1/50 dilution dans du méthanol), avec un split ratio de 10. 

 

Quelques gouttes de l’huile essentielle (environ 90 mg) furent également solubilisées dans du CDCl3 pour analyse 

RMN-13C (1024 scans), DEPT 135 (512 scans) et DEPT 90 (512 scans). Les analyses RMN ont été conduites sur 

un spectromètre JEOL 400MHz YH. 

 

La base de données « Lamiaceae » a été utilisée lors de l’analyse déréplicative avec MixONat. Il s’agit de la même 

base prédite de 982 molécules que celle utilisée dans l’exemple du romarin, créée par recherche dans SciFinder 

[19] des produits décrits comme faisant parti de la famille des Lamiaceae. Le programme MixONat a été paramétré 
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de façon standard, à savoir une marge autorisée de 1,3 ppm (avec incrémentation), alignements des DEPT à 0,02 

ppm et carbones équivalents autorisés. 

3.1.2. Résultats et discussion 

a) Composition de l’huile essentielle de menthe poivrée 

L’analyse GC-MS (Figure 32 et Tableau 6) et la comparaison des δC avec ceux de la littérature (Tableau 7) ont 

permis de caractériser la composition de l’huile essentielle. 

 

 
Figure 31: Chromatogramme GC-FID de l’huile essentielle de Mentha piperita et structures identifiées. 

 

Tableau 6: Pourcentage relatif en GC-FID des différentes molécules contenues dans l’huile essentielle de 

Mentha piperita. 
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Tableau 7: Comparaison des déplacements chimiques RMN 13C entre l’huile essentielle de menthe et les 

données de la littérature [29] pour le menthol, la menthone, le cinéole, l’acétate de menthyle, l’isomenthone et 

le limonène. 

 
 

On peut observer sur le tableau de comparaison δC (Tableau 7), un décalage homogène de 0,3 ou 0,4 ppm pour 

tous les signaux de la menthone lié certainement à un problème de référencement du spectre RMN décrit dans la 

littérature. Le signal manquant dans le spectre RMN 13C de l’huile essentielle est un carbone quaternaire du 

limonène : on peut donc en déduire qu’il est surement confondu avec le bruit de fond, le limonène étant la 

molécule en plus faible concentration dans l’extrait (2,8 %). 

b) Résultats de déréplication proposés par MixONat 

Les résultats obtenus sont présentés en Figure 32 et la position des molécules d’intérêt est récapitulée dans le 

Tableau 8. 

 

Menthol Extrait Menthone Extrait Cinéole Extrait

71,5 71,5 36,0 35,6 73,6 73,7
50,1 50,2 51,3 50,9 31,6 31,6
23,1 23,2 212,9 212,6 22,9 22,9
34,5 34,5 56,3 56,0 33,0 33,0
31,6 31,7 28,3 28,0 - -

45,0 45,2 34,4 34,0 - -

22,2 22,3 22,8 22,4 69,8 69,9
25,8 25,9 26,4 26,0 28,9 29,0
21,0 21,0 21,7 21,3 - -

16,1 16,2 19,2 18,8 27,6 27,7

Acétate de 
menthyle

Extrait Isomenthone Extrait Limonène Extrait

47,1 47,1 214,7 214,8 133,7 133,8
74,2 74,3 57,2 57,3 120,8 120,7
41,0 41,0 48,0 48,0 30,7 30,7
31,5 31,5 34,4 34,3 41,2 41,2
34,4 34,3 29,4 29,5 28,1 28,0
23,7 23,6 26,9 27,0 30,9 30,9
26,5 26,4 26,9 27,0 23,5 23,6
20,7 20,8 21,5 21,4 150,1 -
16,5 16,5 20,9 20,9 20,8 20,8
22,0 22,0 19,9 19,9 108,5 108,5
170,5 170,8 - - - -
21,3 21,3 - - - -
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Figure 32: 15 premiers résultats de l’analyse déréplicative de l’huile essentielle de Mentha piperita. 

 

Tableau 8: Nom, pourcentage relatif dans l’extrait, rang et score des molécules correctes. 

 
 

On remarque que 4 des 6 molécules présentes dans l’huile essentielle obtiennent un score parfait, tandis qu’un 

carbone n’a pas été associé pour chacune des 2 molécules restantes, résultant en un score de 90%. Après analyse 

des données spectrales, on peut s’apercevoir que le signal manquant de la menthone correspond à une prédiction 

trop éloignée de la réalité : la cétone est prédite à δC 210,82 ppm, alors qu’elle apparaît réellement à δC 212,62 

Name % Rang
/980

Score
/1,00

1 (-)-Menthol 39,6 2 1,00
2 Menthone 27,3 11 0,90
3 Cineole 6,1 4 1,00
4 Menthyl acetate 5,2 1 1,00
5 Isomenthone 4,0 3 1,00
6 Limonene 2,8 10 0,90
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ppm sur le spectre, soit ∆δc = 1,8 ppm (> 1,3 ppm, paramètre standard). Ce signal peut donc être rajouté 

manuellement grâce à l’interface graphique, ce qui donnera un score parfait à la molécule. Concernant le signal 

manquant du limonène, il s’agit d’un carbone quaternaire n’apparaissant pas sur le spectre, prédit à 149,65 ppm, 

et correspondant au carbone à 150,10 de la littérature. Comme précisé plus haut, ce signal est bel est bien absent 

du spectre. 

 

Malgré ces signaux manquants, les molécules correctes arrivent dans les 11 premières positions sur les 980 

structures de la banque de données. On remarque que les autres structures proposées sont des molécules 

extrêmement proches, puisqu’il s’agit de diastéréoisomères : 

 - de l’acétate de menthyle : acétate d’isomenthol (rang 5, score 1,00), acétate de néomenthol (rang 7, 

score 1,00), acétate de menthyle sans stéréochimie (rang 8, score 1,00). 

 - du (-)-menthol : menthol sans stéréochimie (rang 6, score 1,00), néoisomenthol (rang 15, score 0,90), 

isomenthol (rang 16, score 0,90). 

 - du limonène : (+)-limonène (rang 12, score 0,90). 

 

Les hypothèses formulées par le programme MixONat sur cet exemple permettent d’arriver très rapidement à 

identifier les molécules entrant dans la composition du mélange analysé. Les limites de la méthode observées sur 

l’huile essentielle de menthe poivrée sont liées aux limites de détection en RMN-13C, et à la prédiction de 

déplacement chimique éloignée de la réalité. 

 

Par ailleurs, cet exemple a également servi à mettre en évidence le rôle d’un paramètre évoqué précédemment : 

l’incrémentation de la marge autorisée. Cette fois ci, l’analyse sur l’huile essentielle a été effectuée deux fois, 

uniquement avec des données RMN-13C, sans ajout de data DEPT. Une première fois en activant l’incrémentation 

du facteur ε, puis une seconde fois en le désactivant. Les résultats sont comparés dans le Tableau 8. 

 

Tableau 9: Effet de l’incrémentation de la marge autorisée lors de la recherche. 

 
 

On remarque que l’inactivation de l’incrémentation, ce qui correspond à considérer que le premier déplacement 

chimique satisfaisant les conditions de la marge fixée est le bon, fait diminuer le rang de tous les terpènes 

réellement présents (de 3 à 9 places). Cela permet de renforcer l’hypothèse que la prédiction faite par le logiciel 

ACD/Labs® [12] est de bonne qualité, particulièrement lorsque les molécules d’intérêt sont bien décrites. Par 

conséquent, les banques de données sur lesquelles ACD/Labs® se base pour faire sa prédiction sont certainement 

Nom %
Rang avec 

incrémentation
/980

Score
/1,00

Rang sans 
incrémentation

/980
1 (-)-Menthol 39,6 3 1,00 11
2 Menthone 27,3 44 0,90 53
3 Cineole 6,1 4 1,00 7
4 Menthyl acetate 5,2 1 1,00 10
5 Isomenthone 4,0 2 1,00 9
6 Limonene 2,8 45 0,90 49
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mieux fournies pour cette classe structurale que pour d’autres. La prédiction étant fiable, essayer d’abord 

d’associer les déplacements chimiques possédant la plus petite différence possible favorise donc les molécules de 

l’huile essentielle et pénalise les molécules non présentes. Bien que cela impacte rarement le score donné à la 

molécule, cela a un effet sur le second facteur qui sert à classer les molécules entre elles : l’écart (ou deviation). 

Il est donc recommandé aux utilisateurs de MixONat de laisser ce paramètre d’incrémentation activé lors des 

analyses avec le programme. Lors de l’utilisation de banques de données expérimentales, ce facteur est 

évidemment capital, puisque les données du mélange et celles de la référence sont normalement identiques. 

3.2. Article 3 : MixONat, a software for mixtures dereplication based 
on 13C-NMR experiments. 

3.2.1. Résumé de l’article 3 

Les autres exemples qui ont permis la validation de la méthode sont présentés dans l’article suivant qui reprend 

les points principaux de ce travail [27]. 

 

Les alcaloïdes isoquinoléiques du pavot somnifère sont largement utilisés dans le domaine médicinal comme 

antalgiques. A partir d’un extrait aqueux acide de Papaver somniferum, après alcalinisation, une extraction 

liquide-liquide par du dichlorométhane a permis l’obtention de l’extrait DCM ensuite analysé. Une analyse HPLC, 

RMN et LDI de cet extrait a mené, notamment par comparaison avec des standards, à l’identification formelle des 

composés présents : papavérine et noscapine. 

 

En vue du travail de déréplication à l’aide de notre programme, une base de données prédite « Papaveraceae » 

a été créée à partir des 174 produits naturels décrits dans SciFinder [19] comme étant isolés de la famille des 

Papaveraceae. Cette base de données fut utilisée en référence lors de l’analyse du spectre RMN-13C de l’extrait, 

avec les paramètres de recherche standard (marge autorisée de 1,3 ppm, incrémentation activée, carbones 

équivalents autorisés). La papavérine et la noscapine apparaissent dans les 4 premières positions. L’ajout de 

données DEPT 135 et DEPT 90 permet de les obtenir dans les 3 premières positions mais surtout, de pénaliser le 

score des molécules non présentes dans l’extrait. La molécule placée en position 2 a pu également être éliminée, 

notamment sur la base de critères chimiotaxonomiques. En effet, les autres molécules suggérées dans les 

premières positions (papavérine et noscapine) sont des molécules caractéristiques du pavot somnifère (Papaver 

somniferum) et non du pavot de Californie (Eschscholtzia californica) duquel l’eschscholtzine, suggérée en position 

2, est caractéristique. L’élimination de l’eschscholtzine laissant ainsi les molécules attendues en positions 1 et 2. 

 

Les feuilles du romarin officinal sont traditionnellement utilisées pour soulager indigestion et trouble 

spasmodiques du tractus gastrointestinal [29]. Des extraits de romarin sont également connus comme additif 

alimentaire comme l’E392 [26]. Une extraction sous pression des feuilles, successivement par du dichlorométhane 

puis du méthanol, a permis d’obtenir 2 extraits ensuite analysés. Parallèlement, un extrait E392 a été réalisé par 

extractions successives des feuilles par du cyclohexane puis de l’éthanol ; l’extrait éthanolique correspond à 

l’extrait E392. Des analyses par HPLC, SM et RMN ont permis de caractériser les molécules présentes au sein de 

chacun des extraits. L’extrait dichlorométhanique contient triterpènes et diterpènes : acide ursolique, acide 

oléanolique, acide bétulinique, acide micromérique, et acide carnosique. L’extrait méthanolique contient de l’acide 
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rosmarinique ainsi que du saccharose. L’extrait E392 est très similaire à l’extrait dichlorométhanique : il est 

composé d’acide ursolique, d’acide oléanolique, d’acide bétulinique, d’acide micromérique, et de carnosol. Il 

convient de noter que l’acide carnosique s’oxyde spontanément pour former du carnosol et autres produits de 

dégradation. 

 

Une base de données prédite « Lamiaceae » a été créée par recherche dans SciFinder [19] des produits décrits 

comme faisant parti de la famille des Lamiaceae, donnant 982 molécules. Les 3 extraits ont été analysés par 

RMN-13C, DEPT 135 et DEPT 90, puis les données obtenues ont été analysées grâce à MixONat avec les paramètres 

standards. L’analyse de l’extrait méthanolique par l’algorithme place l’acide rosmarinique en position 4 et le 

saccharose en position 5, tous deux avec un score de 83%. Les molécules mieux classées sont l’acide caféique, 

le tyrosol, et un ester d’acide caféique et de saccharose. Il est intéressant de noter que ces produits naturels sont 

en fait des fragments ou des esters des composés réellement dans l’extrait, l’acide rosmarinique étant, par 

exemple, un ester d’une unité d’acide caféique. Pour les extraits dichlorométhanique et E392, un filtre de poids 

moléculaire a également été appliqué : afin d’éliminer une grande partie des composés volatiles (mono et 

sesquiterpenes) reportés dans la famille des Lamiaceae, seuls ceux ayant une masse supérieure à 250 g/mol ont 

été considérés. Pour l’extrait E392, le programme propose l’acide bétulinique, l’acide ursolique, l’acide 

micromérique, l’acide oléanolique et l’acide carnosique en position 4, 6, 11, 17 et 22 respectivement, tous avec 

un score supérieur à 75%. Les autres suggestions sont des molécules possédant des squelettes similaires de 

triterpènes ou diterpènes. Il suffit donc à l’utilisateur de comparer les 22 premières positions aux données de la 

littérature pour connaitre la composition de l’extrait. En effet, une fois cette position atteinte, 5 molécules ont été 

confirmées dans l’extrait, et plus de 95% des signaux de l’extrait ont été attribués. Alternativement, une analyse 

LC-MS donnant les poids moléculaires des composés majoritaires, à savoir 330, 332, 454 et 456 g/mol, permet 

aussi un filtrage plus sévère de la base de données et de pouvoir apprécier les molécules correctes dans les 5 

premières positions. Des résultats très similaires en termes de classement et de score ont été obtenus pour 

l’extrait dichlorométhanique, hormis le fait que le carnosol remplace l’acide carnosique. 

 

Les péricarpes des fruits du mangoustanier sont connus pour leur richesse en antioxydants, notamment en 

xanthones. Notre laboratoire porte une attention particulière aux molécules de la famille des xanthones car elles 

semblent avoir un effet sur la voie de l’Unfolded Protein Response (UPR) [30-32], une voie d’adaptation au stress 

cellulaire, la rendant une cible attrayante dans de nombreux domaines comme la protection des cultures, ou le 

traitement de maladies dégénératives ou métaboliques chez l’Homme. Après extraction sous pression des 

péricarpes broyés par du cyclohexane, l’extrait obtenu a été analysé par HPLC et RMN afin de le caractériser. Les 

composés majoritaires d’après l’HPLC-UV sont l’alpha-mangostine (69%) et la gamma-mangostine (14%). La 

gartanine (5%) et la garcinone E (5%) sont également présentes, le reste des molécules, à savoir les 8-

deoxygartanine (4%), béta-mangostine (1%), gudraxanthone (1%) et 9-hydroxycalabaxanthone (< 1%), est 

très minoritaire. L’extrait cyclohexanique fût ensuite fractionné par chromatographie flash en phase normale, puis 

une des fractions obtenues a été analysée par HPLC et RMN. La fraction se compose de gartanine (49%), 8-

deoxygartanine (30%), béta-mangostine (15%) et gudraxanthone (6%). 
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La base de données « Garcinia », contenant les prédictions RMN-13C des 718 produits naturels reportés dans le 

genre Garcinia d’après le DNP, a été utilisée pour le travail de déréplication. Les paramètres sélectionnés sont 

ceux par défaut pour analyser les données 13C-RMN, DEPT 135 et DEPT 90. Dans l’extrait, l’alpha-mangostine, la 

garcinone E, la gamma-mangostine, la gartanine et la 8-deoxygartanine arrivent en position 1, 4, 10, 11 et 20 

respectivement. On peut noter que les 25 premières propositions sont également des xanthones prénylées, ayant 

un score supérieur à 90%. Sur l’analyse de la fraction, la 8-deoxygartanin, la béta-mangostine, la gartanine et la 

gudraxanthone furent classées respectivement en 1, 2, 10 et 24 avec un score parfait pour les 2 premières 

molécules, et un score avoisinant les 90% pour les 2 autres. Les autres propositions sont également des 

xanthones prénylées, ce qui permet d’arriver très rapidement à savoir quel type de structure est présent dans 

l’extrait. La Figure 33 illustre la proximité structurale des différentes propositions faites par MixONat. 

 

 
Figure 33: Résultats 1-10 pour la déréplication de la fraction enrichie de Garcinia mangostana. 
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3.2.2. Article 3 
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3.2.3. Eléments de discussion 

Ce travail a montré que les hypothèses données par le programme MixONat permettent de toujours s’orienter 

vers un type structural et, la plupart du temps, vers les molécules correctes elles-mêmes, puisqu’elles 

apparaissent en règle générale dans les 25 premières positions. L’ajout des informations obtenues avec les 

expériences DEPT améliore également le score des molécules réellement présentes. Cela permet de 

considérablement réduire le nombre de molécules proposées au chercheur, puisqu’il a seulement à vérifier les 

données expérimentales pour une vingtaine de molécules au maximum afin de comparer les données spectrales. 

 

Les problèmes qui peuvent ressortir de ces essais sont avant tout des problèmes intrinsèques aux analyses par 

RMN. La détection des composés minoritaires est limitée (concentrations trop faibles) et impose donc un 

fractionnement des extraits, comme dans l’exemple de l’extrait brut de mangoustan. Les carbones quaternaires 

(relaxation lente, absence d’effet nOe et de transfert de polarisation 13C) ont une intensité nettement plus faible 

que les autres carbones, ce qui entraîne parfois une confusion de leurs signaux avec le bruit de fond, rendant 

impossible pour l’algorithme de les associer aux déplacements chimiques de la base de données, et impactant 

ainsi négativement le score des molécules associées. Le second type de problème est celui lié à la prédiction 

des déplacements chimiques qui peut, dans certains cas, être trop éloignée des données expérimentales. Le 

dernier type de problème vient de la façon dont le programme fonctionne puisqu’il repose sur un algorithme qui 

reste glouton, ne cherchant pas une solution optimale de façon générale, mais seulement à satisfaire des 

conditions de façon locale. Il arrive donc que les associations choisies entraînent l’isolement (c’est-à-dire la non-

association) d’un signal qui aurait pu être associé, comme c’est le cas pour certains signaux de l’acide 

rosmarinique dans l’exemple de l’extrait méthanolique de romarin. 

 

Lorsque l’on travaille avec des bases de données contenant des structures très proches (par exemple, les 

xanthones prénylées de la base Garcinia), il suffit qu’un des problèmes précédemment mentionnés empêche 

l’association d’un seul déplacement pour diminuer le score et faire chuter la molécule dans le bas du classement. 

Un exemple illustrant ce phénomène peut être celui de la fraction de Garcinia mangostana dans laquelle 9 

xanthones prénylées possèdent un score parfait (100%) tandis que la gartanine, bien présente dans la fraction, 

« perdant » un carbone à cause d’un problème de prédiction, obtient un score de 96% et est reléguée en 10ème 

position. L’avantage du programme MixONat est qu’il est cependant possible de remédier à ces différents 

problèmes en passant par l’analyse interactive des résultats et leur modification. 

3.2.4. Perspectives d’amélioration de MixONat 

Le programme pourra faire l’objet de diverses améliorations futures sur plusieurs points. 

 

D’abord sur la lecture et le tri selon n’importe laquelle des informations présentes dans la banque de données. 

En effet, comme décrit précédemment, les SDF peuvent contenir autant d’information que souhaitée. On peut 

imaginer pour chaque molécule, des informations sur les espèces, les genres et les familles de plantes desquels 

elles sont issues. Des banques de données beaucoup plus larges pourrait ainsi être filtrée plus facilement selon 

des critères chimiotaxonomiques. Il pourrait également être possible d’indiquer certaines molécules comme étant 

des « biomarqueurs » de certains groupes de plantes (morphine, artémisinine, …) ou, au contraire, des 
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molécules « ubiquitaires » qui sont présentes dans beaucoup de plantes différentes (β-sitostérol, kaempférol, 

acide chlorogénique…). D’autres informations pourraient également être stockées, notamment lors de l’utilisation 

de base de données expérimentales, dans lesquelles le solvant deutéré utilisé pour les analyses serait indiqué, 

permettant des recherches plus précises « par solvant ».  

 

Une autre optimisation consisterait en l’ajout de la possibilité de valider une molécule une fois que sa présence a 

été validée dans l’extrait. Le programme se chargerait de retirer les signaux ayant déjà utilisés pour cette 

molécule et commencerait une nouvelle recherche avec les signaux restants. Ainsi de suite, jusqu’à ce que tous 

les signaux présents dans le mélange soient identifiés. Dans ce cas, le fait que les molécules soient correctement 

associées permettrait également de pouvoir sauvegarder les déplacements chimiques réels des molécules dans 

la base sous une nouvelle étiquette. Cela permettrait de progressivement enrichir la base à l’aide de données 

expérimentales, y compris avec des valeurs de δC non disponibles dans la littérature, car il n’est pas rare qu’un 

composé soluble en mélange (typiquement dans CDCl3) ne le soit plus une fois isolé (cas de la gudraxanthone 

chez G. mangostana) 

 

Une « chromatographie virtuelle » des mélanges pourrait également être envisagée. En effet, si l’utilisateur 

possède plusieurs fractions du même extrait, le logiciel se chargerait de regarder quels sets de δC sont toujours 

retrouvés ensemble parmi ces fractions. En théorie, un set de δC correspondra à seule molécule, ou au moins un 

mélange de molécules plus simple à traiter que la fraction dans son intégralité. Le programme pourra donc séparer 

les signaux par groupes simplifiés et effectuer sa recherche ainsi. 
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4. Application de la méthode 
Notre méthode de déréplication par RMN du carbone 13 étant maintenant opérationnelle et validée par plusieurs 

exemples, elle peut être appliquée en routine au laboratoire pour des analyses déréplicatives « en aveugle ». 

Dans cette partie, l’application qui en sera faite portera sur un des objectifs initiaux de ce travail, à savoir 

l’utilisation de déréplication afin de rapidement isoler les molécules qui nous intéressent : les acylphloroglucinols 

polycycliques polyprénylés (ou PPAPs). 

4.1. Article 4 : Polyprenylated polycyclic acylphloroglucinols 
identification from Garcinia bancana bark using 13C-NMR 
dereplication program MixONat 

4.1.1. Résumé de l’article 4 

L’article suivant reprend les point-clés de ce travail.  

 

Le but était d’isoler des PPAPs structuralement diverses, pour ensuite pouvoir tester si elles possédaient une 

activité anti-inflammatoire et/ou immunomodulatrice comme la guttiferone J en avait exhibé [3]. Les Clusiaceae, 

Calophyllaceae et Hypericaceae sont des familles de plantes connues pour contenir des PPAPs. Elles ont donc 

constitué notre source potentielle majoritaire pour l’isolation de PPAPs. 

 

Une collaboration avec la Malaisie nous a permis d’obtenir 124 extraits dichlorméthaniques et méthanoliques 

d’écorce, de feuille et parfois de fruit de 17 espèces Garcinia (30 lots en tout). Les profils LC-UV-MS2 des différents 

extraits ont permis de sélectionner les extraits contenant un grand nombre de PPAPs. Parmi eux, se trouvait un 

extrait dichlorométhanique d’écorce de Garcinia bancana. C’est sur cette espèce que l’analyse déréplicative a été 

menée. 

 

L’extrait brut, ainsi que 4 fractions issues d’une étape de chromatographie flash (F8, F9, F10 et F12) ont été 

analysés par RMN-13C, DEPT 135 et DEPT 90. Chaque mélange a été analysé par MixONat en utilisant d’une part 

une banque de données chimiotaxonomique, regroupant les molécules regroupées dans le genre Garcinia, et 

d’autre par une banque de données structure-spécifique, contenant toutes les PPAPs reportées dans la littérature 

[33]. 

 

L’analyse de l’extrait brut a d’emblée permis de suggérer que les PPAPs constituaient les composés majoritaires, 

puisqu’en utilisant la banque de données Garcinia, seules des structures de PPAPs étaient proposées. Avec la base 

spécifique PPAPs, des stéréoisomères de l’isoxanthochymol étaient fortement suggérés. En vérifiant les données 

de la littérature pour les 22 premières hypothèses, nous avons pu vérifier que la guttiferone F, le xanthochymol, 

la 30-epi-cambogine, le (-)-cycloxanthochymol, la garcicowin C et le 7-epi-isogarcinol étaient bien présents dans 

l’extrait. 
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Un travail similaire sur les fractions a permis d’identifier, en plus de la guttiferone F et du xanthochymol, la 

garcinialiptone A dans la F8 grâce à la suggestion par le programme de 2 nouvelles PPAPs, garcinialiptone A et 

garciniagifolone A, présentant une cyclisation supplémentaire par rapport aux PPAPs précédemment identifiées. 

La guttiferone F, le xanthochymol, les deux rotamères de la garcinialiptone A, la 30-epi-cambogine et le (-)-

cycloxanthochymol ont été identifiés dans la fraction 9. La présence de la 30-epi-cambogine, du (-)-

cycloxanthochymol et de la garcicowin C ont été validés dans F10. Enfin, l’analyse de F12 a permis de confirmer 

la présence du 7-epi-isogarcinol (Tableau 10). 

 

Tableau 10: Récapitulatif des molécules isolées dans les différentes fractions. Les molécules dont les noms 

sont soulignés ont pu être directement identifiées depuis l'extrait brut. 

 

Molecules F8 F9 F10 F12

Guttiferone F  

Xanthochymol  

Garcinialiptone A (rotamer 1)  

Garcinialiptone A (rotamer 2) 

30-epi-cambogin  

(-)-Cycloxanthochymol  

Garcicowin C 

7-epi-isogarcinol 
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4.1.2. Article 4 
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4.1.3. Éléments de discussion 

MixONat propose des structures correctes, aussi bien à partir de l’extrait brut que des différentes fractions 

chromatographiques. Les molécules réellement contenues dans l’extrait apparaissent avec des score élevés (au 

moins 80%), ce qui permet encore une fois de valider la qualité de la prédiction. Les hypothèses formulées par 

le programme permettent non seulement d’identifier rapidement une classe structurale mais également la 

présence de squelettes particuliers, comme c’est le cas ici avec la garcinialiptone A. 

 

On peut noter que dans cet exemple, une étape de fractionnement a été nécessaire afin d’identifier les rotamères 

de la garcinialiptone A, composés minoritaires, puisque leurs signaux n’étaient pas directement visibles dans 

l’extrait brut. 

 

L’utilisation de deux types distincts de banques de données a permis de mettre en valeur leur complémentarité. 

Avec des bases construites sur des critères chimiotaxonomiques (banque de données Garcinia), l’utilisateur est 

orienté vers des stéréoisomères de la molécule correcte, ou la molécule elle-même, en fonction de la richesse de 

la base. Ceci demande, par sécurité, de vérifier pour chaque molécule proposée, les déplacements de ses 

stéréoisomères, qui pourront être différenciés grâces aux données de la littérature. En utilisant des bases plus 

spécifiques (e.g. banque de données PPAPs), la molécule présentant la bonne stéréochimie est souvent 

directement proposée puisque ce genre de base tend à l’exhaustivité. L’inconvénient de ce type de base est que 

la structure peut se retrouver « noyée » parmi tous les autres stéréoisomères possibles présents dans la base, 

comme c’est le cas avec la garcicowin C, classée 49/652 mais présentant quand même un score de 80%. 
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Conclusion générale et perspectives 
L’étude des méthodes de déréplication publiées dans la littérature nous ont permis de choisir la méthode RMN-
13C comme la plus appropriée à notre problématique des PPAPs. Cependant, plusieurs problèmes ont été soulevés. 

 

D’abord, il a fallu déterminer si la construction des bases de données utilisées comme références pouvaient 

contenir uniquement des données prédites, à défaut de pouvoir construire des bases de données expérimentales. 

Même si des différences notoires entre différents logiciels de prédiction ont pu être observées, nous avons pu 

conclure que les logiciels de prédiction, et donc l’utilisation des bases de données construites à partir de ces 

derniers, étaient suffisamment précis pour permettre des études déréplicatives de qualité. 

 

Ensuite, lors de l’utilisation des différents algorithmes de déréplication disponibles dans la littérature, 

commercialement ou sur internet, nous avons supposé qu’il était possible d’améliorer leur caractère 

discriminatoire en complétant l’analyse 13C classique par des expériences additionnelles de DEPT 135 et 90. Celles-

ci permettent en effet de différencier les différents types de carbone (quaternaires, tertiaires, secondaires et 

primaires), et donc de rechercher simultanément deux informations lors de la déréplication : un type de carbone 

associé à un déplacement chimique particulier. Nous avons donc codé un programme, appelé MixONat, qui permet 

d’intégrer les informations DEPT lors de la recherche. En plus de ceci, nous avons choisi d’associer prioritairement 

les déplacements chimiques les plus proches des valeurs présentes dans la base référente, et d’optimiser les 

résultats de manière locale, après l’étape d’association des déplacements chimiques, afin de réduire le côté 

« glouton » de l’algorithme. Une interface graphique interactive a également été implantée, afin que les 

utilisateurs du programme puissent « avoir le contrôle » sur les résultats finaux, et les moduler en fonction de 

différents éléments. Ceci aussi bien en considération de paramètres expérimentaux (δC de carbones quaternaires 

absents, prédictions insuffisamment précises, intensités des signaux incohérentes) que de critères 

chimiotaxonomiques.  

 

Le programme a d’abord été testé sur plusieurs mélanges de produits naturels de compositions connues, afin 

d’évaluer son efficacité. Il a été capable de correctement classer les molécules présentes dans chacun des 

mélanges, avec des scores élevés. 

 

Ces résultats encourageant nous ont permis de valider la méthode, et de l’utiliser pour répondre à notre 

problématique de départ : l’isolation de nouvelles PPAPs. Grâce à MixONat, les structures des PPAPs présents 

dans un extrait de Garcinia bancana ont pu être identifiées. Les produits majoritaires ont été directement 

caractérisés à partir de l’extrait brut, tandis qu’une étape de fractionnement a permis d’identifier les composés 

minoritaires. 

 

Ce travail de doctorat a ainsi conduit au développement de MixONat, un programme de déréplication utilisant la 

RMN-13C, capable de rapidement identifier les molécules connues dans des mélanges complexes. 

 



 Bruguière Antoine | Mise au point d’une méthode d’analyse 
déréplicative par RMN du carbone 13    209 

 

La qualité des hypothèses présentées par le logiciel varie selon plusieurs facteurs. D’abord, la qualité des données 

initiales, c’est-à-dire celle des spectres RMN. Le programme n’est évidemment pas capable d’associer des pics 

n’apparaissant pas sur le spectre (produits minoritaires), n’ayant pas été sélectionnés ou ayant été mal 

référencés. L’autre limite vient de la qualité des bases de données : il n’est pas possible pour le programme de 

trouver le composé correct si la molécule ne s’y trouve pas, ou si la prédiction des δC est mauvaise. Enfin, le 

caractère « glouton » de l’algorithme qui cherche seulement des solutions optimales à un niveau local, et non 

général, peut impacter négativement les résultats. 

 

Afin d’améliorer la qualité des hypothèses du programme, plusieurs améliorations pourront y être apportées 

comme l’ajout de fonctions permettant de filtrer les bases de données (critères chimiotaxonomiques, solvants 

deutérés…), de pouvoir enrichir les bases de données prédites avec des données expérimentales, ou encore la 

possibilité de réaliser des « chromatographies virtuelles ». 
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Annexes 

1. Filtre d’intensité des algorithmes de recherche 
Il semble important de prendre en compte l’intensité des différents signaux associés aux déplacements chimiques 

matchés car elle permettrait théoriquement de différencier des signaux appartenant à des molécules différentes. 

En effet, l’intensité des signaux observée en RMN dépend de la concentration respective des composés présents 

dans un mélange. Dans le cas où ces composés ont des proportions suffisamment différentes, il est possible de 

différencier les déplacements chimiques d’une molécule majoritaire de ceux d’une molécule minoritaire. 

Cependant, l’intensité est également liée à la liaison que font les carbones avec les hydrogènes : on obtient donc 

des signaux généralement intenses pour les CH3, liés à 3 protons, et pour des carbones quaternaires, des signaux 

pouvant être nettement plus faibles que ceux des CH3. Il est donc possible, en présence d’un mélange d’une 

molécule majoritaire et d’une minoritaire, que les signaux des carbones quaternaires du composé majoritaire 

aient une intensité proche des signaux des carbones non quaternaires de la molécule minoritaire, rendant plus 

difficile la distinction des deux molécules en se basant seulement sur l’intensité des signaux. Tout ceci, sans 

prendre en compte les phénomènes d’équivalences inter ou intra moléculaires, qui peuvent donner lieu à des 

déplacements chimiques x fois plus intenses que le reste des signaux, alors qu’ils appartiennent bien à la même 

molécule (x étant le nombre de carbones partageant la même valeur de déplacement chimique). 

Un filtre mathématique, permettant de systématiquement détecter des signaux possédant des intensités 

« anormales » (donc n’appartenant pas à la même molécule) semble compliqué à mettre en place. Cependant, 

l’équipe de Reims en propose un dans le script Python pour déréplication qu’ils ont publié [6]. Dans un premier 

temps, nous avons cherché à comprendre le fonctionnement de ce filtre et essayé d’évaluer son efficacité. Nous 

avons ensuite tenté à notre tour diverses méthodes pour appliquer un filtre d’intensité robuste lors d’analyses 

déréplicatives. 

1.1. Le filtre d’intensité de DerepCrude 

L’algorithme proposé par l’équipe de Reims propose à l’utilisateur l’application d’un filtre d’intensité, qui peut être 

ajusté à l’aide d’un facteur appelé « e ». Le filtre fonctionne ainsi : lors du processus de matching, lorsque 2 

déplacements chimiques ont déjà été associés pour une molécule, un nouveau déplacement chimique, répondant 

aux critères sélectionnés par l’utilisateur (c’est-à-dire, rentrant dans la marge autorisée ou looseness factor), 

peut uniquement être associé si son intensité est comprise entre la moyenne des intensités des déplacements 

chimiques précédemment associés ± e écart(s)-type (cf. 2.3. Fonctionnement de l’algorithme DerepCrude). 

Les concepteurs conseillent de choisir e = 2. Mais il faut rappeler que l’algorithme, avant tout processus de 

matching, trie par ordre croissant les déplacements chimiques. Donc, lors d’une boucle de matching, il y a de 

fortes chances que les 2 premiers déplacements associés soient des déplacements chimiques ayant une valeur 

faible en ppm correspondant, la plupart du temps, à des CH3 ou CH2, donc à des déplacements chimiques associés 

à des intensités importantes. La moyenne et l’écart-type seront calculés à partir de ces valeurs d’intensité très 

importantes. Généralement, plus le déplacement chimique du carbone augmente (ppm), plus l’intensité du signal 

qui lui est associé diminue, car les carbones les plus substitués (d’intensité plus faible par « déficit » de nOe 

hétéronucléaire) sont aussi les plus déblindés. La moyenne d’intensité étant calculée à partir des valeurs les plus 
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élevés, lorsque l’algorithme rencontre un carbone quaternaire, il est possible que son intensité associée sorte de 

la marge des 2 écarts-type recommandés, et soit donc considéré comme appartenant à une molécule différente. 

Un second exemple théorique de dysfonctionnement que l'on peut imaginer est le cas où les deux premiers 

déplacements chimiques associés lors du matching sont deux déplacements appartenant à 2 molécules 

différentes, l’une majoritaire et l’autre minoritaire. La moyenne des intensités qui sera calculée sera alors basée 

sur un signal intense, celui du composé majoritaire, et un signal faible, correspondant au composé minoritaire. 

La moyenne et l’écart-type associés à ces valeurs représentera donc une gamme de valeurs très large, dans 

laquelle toutes les autres intensités seront retrouvées. Le filtre ne sera donc plus du tout discriminant. 

 

Afin de vérifier ces théories, et de pouvoir baser l’évaluation de la pertinence du filtre d’intensité sur un exemple 

concret, nous avons repris les résultats présentés par Bakiri et al. dans leur publication [6], obtenu avec un totum 

alcaloïdique de Peumus boldus avec un filtre d’intensité paramétré de façon standard (e = 2), et comparé ces 

résultats avec ceux obtenus « sans filtre d’intensité » (e = 1000). La Tableau 12 présente les résultats de cette 

expérience; avec (A) en bleu le tableau regroupant les 30 premiers résultats avec le filtre d’intensité standard (e 

= 2) et (B) en vert le tableau regroupant les 30 premiers résultats sans filtre d’intensité (e = 1000). Les 

différences entre les deux tableaux sont marquées en jaune. On remarque alors que si les 30 premiers résultats 

sont similaires, 2 nouveaux monoterpènes apparaissent dans « top five » du classement : le limonène (rang 2) 

et le terpinolène (rang 5). Ces deux molécules sont également décrites dans l’huile essentielle de Peumus boldus 

[34-36]. Après comparaison des signaux de l’extrait avec ceux de la littérature pour ces 2 composés (Tableau 

11), leur présence est définitivement confirmée. Cet exemple conforte ainsi l’hypothèse selon laquelle la façon 

dont le filtre d’intensité est programmé peut altérer négativement le processus de déréplication. 

 

Tableau 11: Comparaison des signaux du limonène et du terpinolène avec ceux de l'extrait de boldo. 

 
  

Limonène Extrait boldo

150,1 150,1
133,7 133,6
120,8 120,8
108,5 108,6
41,2 41,2
30,9 31,0
30,7 30,6
28,1 28,1
23,6 23,7
20,8 20,7

Terpinolène Extrait boldo

134,0 134,0
128,0 128,1
121,6 121,7
121,0 121,1
31,7 31,7
29,7 29,6
26,9 26,9
26,9 26,9
23,4 23,2
19,7 19,7
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Tableau 12: 30 premiers résultats donnés par l’algorithme DerepCrude lors de la déréplication d’un extrait brut 

de Peumus bolus (A) avec filtre d’intensité ou (B) sans. En jaune sont surlignées les différences majeures. 

 
 

Pour renforcer cette théorie, d’autres expériences ont été faites, sans passer par la fonction recherche du script, 

mais simplement en vérifiant si, sur des mélanges de concentration(s) moléculaire(s) connue(s), un filtre dans 

l’esprit de celui codé par Reims, était capable de distinguer correctement plusieurs groupes d’intensités. Les 

exemples de mélange choisis sont (A) une molécule pure, la 30-epi-cambogine, avec un signal de solvant résiduel, 

(B) un mélange de quercétine (65%) et d’harpagoside (35%) et (C) un mélange de boldine (75%) et 

d’harpagoside (25%). 

 

Dans cet essai, les déplacements chimiques du mélange sont triés par intensité décroissante. Puis, la moyenne 

des intensités des 2 premiers points est calculée et est faite figurer sur le graphique (ligne rouge épaisse). Deux 

autres lignes rouges, correspondant à + 2 écart-types et - 2 écart-types sont également tracées. Si le point 

suivant rentre dans cet intervalle, alors la moyenne et l’écart-type sont recalculés en intégrant la nouvelle valeur 

du point ajouté. Et ainsi de suite jusqu’à ce qu’un point sorte de l’intervalle, et que l’on considère donc le premier 

groupe d’intensités ainsi formé. En théorie, chaque groupe devrait correspondre à une molécule différente, les 

différences d’intensités au sein de ces mélanges étant importantes. On se référera à ce filtre en parlant de type 

« moyenne ± écart-type incrémental ». Le processus pour le mélange (A) est illustré à la Figure 34. 

 

Molecule Score

1 Linalol 1.00

2 Alpha-terpineol 1.00

3 Alpha-pinene 1.00

4 Beta-ocimene 1.00

5 4-terpineol 1.00

6 p-cimene 1.00

7 Caryophylene 1.00

8 1,8-cineole 1.00

9 Beta-pinene 1.00

10 Phellandrene 1.00

Molecule Score

11 3-carene 1.00

12 Thymol 1.00

13 Isocorydine 1.00

14 Norisocorydine 1.00

15 Rogersine 1.00

16 Boldine 1.00

17 Reticuline 1.00

18 N-methylcoclaurine 1.00

19 Coclaurine 1.00

20 Laurotetanine 1.00

Molecule Score

21 Aplha-terpinene 1.00

22 2-carene 1.00

23 Alpha-thujene 1.00

24 Sabinene 1.00

25 Dehydro-1,8-cineole 1.00

26 Sabinene hydrate 1.00

27 Trans-p-meth-2-en-ol 1.00

28 Ascaridole 1.00

29 Beta-elemene 1.00

30 Spathulenol 1.00

Molecule Score

1 Linalol 1.00

2 Limonene 1.00

3 Alpha-terpineol 1.00

4 Alpha-pinene 1.00

5 Terpinolene 1.00

6 Beta-ocimene 1.00

7 4-terpineol 1.00

8 p-cimene 1.00

9 Caryophyllene 1.00

10 1,8-cineole 1.00

Molecule Score

11 Beta-pinene 1.00

12 Phellandrene 1.00

13 3-carene 1.00

14 Thymol 1.00

15 Isocorydine 1.00

16 Norisocorydine 1.00

17 Rogersine 1.00

18 Boldine 1.00

19 Reticuline 1.00

20 N-methylcoclaurine 1.00

Molecule Score

21 Aplha-terpinene 1.00

22 2-carene 1.00

23 Alpha-thujene 1.00

24 Sabinene 1.00

25 Dehydro-1,8-cineole 1.00

26 Sabinene hydrate 1.00

27 Trans-p-meth-2-en-ol 1.00

28 Ascaridole 1.00

29 Beta-elemene 1.00

30 Spathulenol 1.00

A.

B.
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Figure 34: Test de filtre d’intensité de type « moyenne ± écart-type incrémental » sur le mélange (A). 

 

Sur le premier graphique, moyenne et écart-type ont été calculés avec les 2 premiers points. Le 3ème point rentrant 

dans cet intervalle, il est intégré au nouveau calcul de la moyenne et écart-type représenté sur le second 

graphique. L’incrémentation est interrompue lorsqu’un point ne rentre plus dans l’intervalle, créant ainsi le 

premier groupe, comme représenté sur le dernier graphique. Ici, le premier groupe correspond bien à tous les 

déplacements chimiques de la molécule pure (30-epi-cambogine). Le signal restant non intégré est celui du 

solvant. La séparation des groupes est celle attendue (ligne verte). Le filtre type « moyenne ± écart-type 

incrémental » fonctionne donc bien sur cet exemple. 

 

Le même exercice sur le mélange (B) ne donne malheureusement pas d’aussi bons résultats (Figure 35). Un 

premier groupe est formé dès le 3ème point intégré (15 points normalement attendus). Si l’on considère que ce 

n’est qu’un artefact et que l’on continue à intégrer les points suivants, un groupe se forme dès le 8ème point 

intégré. 

  

2 points 3 points

Fin du 1er groupe



 Bruguière Antoine | Mise au point d’une méthode d’analyse 
déréplicative par RMN du carbone 13    214 

 

 
Figure 35: Test de filtre d’intensité de type « moyenne ± écart-type incrémental » sur le mélange (B). 

 

Les résultats obtenus ne sont pas meilleurs avec le dernier mélange (C) (Figure 36), dans lequel un groupe se 

forme dès les 2 premiers points (19 attendus). Le même type de calcul mais avec des paramètres différents a 

été essayé dans ces même exemples, comme appliquer le filtre sur des valeurs triées dans un ordre croissant 

des intensités (Figure 36). Les autres essais (non présentés ici), y compris ceux faisant varier le nombre d’écarts-

types autorisé, n’ont pas donné les résultats escomptés : il n’a donc pas été possible d’obtenir une formule 

appropriée aux 3 exemples de mélange. 

 

 
Figure 36: Test de filtre d’intensité de type « moyenne ± écart-type incrémental » sur le mélange (C). 

1.2. Méthodes de clustering 

Le clustering présentait une alternative statistique intéressante à la création de groupes d’intensité. Nous nous 

sommes intéressés aux différentes d’opérer un clustering via Python, le langage informatique utilisé pour notre 

programme de déréplication. 

 

La Figure 37 représente les différents scripts de clustering disponibles et la façon dont ils traitent les jeux de 

données. Chaque ligne correspond à un jeu fictif de données, avec une répartition des valeurs différente. Chaque 

colonne représente un script de clustering différent. Dans les cases, une couleur représente un cluster formé par 

le script correspondant, et en bas à droite se trouve le temps de calcul nécessaire pour distinguer ces clusters. 

Cela permet d’avoir une représentation visuelle de la façon dont travaille chacun des scripts. 

 

Fin du 1er groupe

Fin du 1er groupe en 
ignorant le premier 
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Figure 37: Représentation visuelle du résultat donné par chaque script de clustering sur différents types de 

jeux de données [37]. 

 

Le Tableau 13 récapitulatif permet aussi d’apprécier les paramètres nécessaires à chaque script, leur usage 

recommandé, le type d’échantillon sur lequel ils fonctionnent, etc… 

 

Tableau 13: Propriétés des différents scripts de clustering. Les couleurs représentent les critères d’exclusion : 

jaune = nombre de cluster prérequis, vert = taille de cluster homogène, orange = nombreux paramètres, gris 

= représentation graphique non appropriée [37]. 

 
 

k-means
Affinity

propagation Mean-shift
Spectral 

clustering Ward
Agglomerative

clustering DBSCAN OPTICS Birch
Gaussian
mixture

1

2

3

4

5

6

Method name Parameters Scalability Use case Geometry (metric used)

k-means Number of clusters Very large n samples, 
medium n clusters

General-purpose, even cluster size, 
flat geometry, not too many clusters Distance between points

Affinity propagation Damping, sample preference Not scalable with n 
samples

Many clusters, uneven cluster size, 
non-flat geometry

Graph distance (e.g. nearest-
neighbor graph)

Mean-shift Bandwidth Not scalable with n 
samples

Many clusters, uneven cluster size, 
non-flat geometry Distances between points

Spectral clustering Number of clusters Medium n samples, small 
n clusters

Few clusters, even cluster size, non-
flat geometry

Graph distance (e.g. nearest-
neighbor graph)

Ward hierarchical 
clustering Number of clusters Large n samples and n 

clusters
Many clusters, possibly connectivity 

constraints Distances between points

Agglomerative 
clustering

Number of clusters, linkage 
type, distance

Large n samples and n 
clusters

Many clusters, possibly connectivity 
constraints, non-Euclidean distances Any pairwise distance

DBSCAN Neighborhood size Very large n samples, 
medium n clusters

Non-flat geometry, uneven cluster 
sizes

Distances between nearest 
points

Gaussian mixtures Many Not scalable Flat geometry, good for density 
estimation

Mahalanobis distances to 
centers

Birch Branching factor, threshold, 
optional global clusterer

Large n clusters and n 
samples

Large dataset, outlier removal, data 
reduction

Euclidean distance between 
points
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Afin de choisir le script adapté, nous avons procédé par élimination. On ne peut pas se servir d’un script 

nécessitant de préciser un nombre de cluster, puisque c’est ce qu’on cherche à déterminer. Ce type de script 

cherche à créer absolument un nombre de cluster défini, même si une séparation n’est visiblement pas nécessaire. 

C’est par exemple le cas de la méthode k-means qui sépare le jeu de données 6 en 3 clusters, alors qu’il s’agit 

visiblement d’un bloc. Dans l’application que l’on veut en faire, il est possible d’avoir seulement un ou plusieurs 

groupes d’intensités au sein d’un mélange, le nombre de cluster est donc variable. Les autres types de scripts à 

éliminer sont ceux qui cherchent regrouper les points en clusters de taille homogène. En effet, dans notre cas, il 

est possible que les groupes d’intensités regroupent des nombres de points identiques (2 molécules à 20 carbones 

en mélange par exemple), mais il est également possible que seulement quelques signaux « parasites » se 

retrouvent en mélange avec une seule grosse molécule. Les groupes peuvent donc être de taille très différente. 

Il est également difficile de gérer des scripts nécessitant de multiples paramètres, comme celui des Gaussian 

mixtures. La mise en place de multiples paramètres satisfaisant de manière optimale et universelle chacun des 

différents types de mélanges que l’on peut retrouver en déréplication semble illusoire. Enfin, l’aspect des 

différents résultats présentés en Figure 37, et le temps de calcul qui leur est associé, a représenté notre dernier 

critère de choix. Concernant le temps de calcul, les jeux de données qui seront concernés seront relativement 

petits (nombre de carbones dans la molécule, donc généralement moins de 60 pour les plus gros métabolites 

secondaires communs). En revanche, le nombre de molécules sera celui de la banque de données. Il pourra donc 

être très important en fonction de la banque utilisée (plusieurs dizaines de milliers de molécules pour les plus 

grandes bases de métabolites secondaires de type CH-NMR-NP [17]) Cela nécessite donc un script ayant un 

temps de calcul rapide. Concernant l’aspect général des résultats, les scripts présentant des clusters formés de 

façon trop « artificielle », c’est-à-dire des clusters ne semblant pas suivre les formes des ensembles de points, 

ont été évités. Les scripts donnant les résultats les plus intéressant visuellement sont DBSCAN et OPTICS. Ils 

présentent également un autre avantage : on repère, en plus des clusters formés en bleu, orange et vert, des 

points noirs qui représentent des points non clusterisés. Cette fonctionnalité de considérer certains signaux isolés 

comme « parasites », et non d’autres clusters, est très appropriée à ce que l’on souhaite obtenir. En effet, on 

peut imaginer un mélange de deux molécules avec 1 signal de solvant résiduel par exemple. 

 

Après avoir pris en considération tous ces différents paramètres, le script DBSCAN a semblé le plus adapté à 

notre objectif. 

1.3. Fonctionnement de l’algorithme DBSCAN 

DBSCAN (density-based spatial clustering of applications with noise) est définit ainsi [37]:  

 

« L’algorithme DBSCAN voit les clusters comme des aires de forte densité séparées par des aires de faible densité. 

A cause de cette vision assez générique, les clusters formés par DBSCAN peuvent prendre n’importe quelle forme, 

contrairement à la méthode des k-means qui suppose que chaque cluster à une forme convexe. La composante 

principale de DBSCAN est le concept de core samples, qui sont les échantillons de forte densité. Un cluster est 

donc un ensemble de core samples, chacun proche de l’autre (la proximité étant mesurée en distance) et un 

ensemble de non-core samples qui ne sont pas proches d’un core sample (mais qui ne sont eux même pas des 

core samples). Il y a deux paramètres dans l’algorithme, min_samples et eps, qui définissent ce que signifie 
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« dense ». Plus grand est min_samples ou plus petit est eps, plus haute est la densité nécessaire pour former un 

cluster. 

 

De manière plus stricte, un core sample est défini comme étant un échantillon du jeu de données tel qu’il existe 

min_sample autres échantillons dans une distance d’eps, qui sont définis comme voisins du core sample. Cela 

nous dit que le core sample est une aire dense de l’espace vectoriel. Un cluster est un ensemble de core samples 

qui peuvent être construit en prenant de façon récurrente un core sample, trouvant tous ces voisins étant des 

core samples, trouvant tous leurs voisins étant des core samples, etc… Un cluster a aussi un ensemble de non-

core samples qui sont des échantillons voisins d’un core sample dans le cluster, mais ne sont eux-mêmes pas 

core samples. De façon intuitive, ces échantillons sont en marge d’un cluster. 

 

Par définition, chaque core sample fait partie d’un cluster. Chaque échantillon qui n’est pas un core sample, et 

situé à plus d’eps d’un core sample, est considéré comme étant une donnée aberrante. 

 

Bien que le paramètre min_samples contrôle principalement la tolérance de l’algorithme vis-à-vis du bruit, le 

paramètre eps est crucial pour le jeu de données et la distance autorisé et ne peut généralement pas être laissé 

à la valeur par défaut. Ce paramètre contrôle le voisinage local des points. Si choisi trop petit, la plupart des 

données ne sera pas clusterisé (et étiquetée comme bruit). Si choisi trop grand, il entraîne la fusion de cluster 

trop proche les uns des autres en un super cluster et, au final, l’intégralité du jeu de données se considéré comme 

un seul cluster. Des approches heuristiques ont été discutées dans la littérature afin de choisir ce paramètre, 

basées par exemple sur l’observation graphique des distances au plus proche voisin. » 

 

La Figure 38 représente des résultats issus de DBSCAN. Les larges cercles représentent les core samples, les 

petit cercles les non-core samples, et les points noirs sont les données aberrantes. 
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Figure 38: Exemple de clustering avec DB scan. Chaque cluster a une couleur différente. Les larges cercles 

sont les core samples, les petits cercles les non-core samples et les points noirs représentent les données 

aberrantes [37]. 

 

Le processus de clusterisation est également représenté en Figure 39. Les points rouges sont les core-samples. 

Depuis ces points, et avec un rayon d’eps ou ε, il est possible d’atteindre les points B et C en jaune. Ces points, 

placés en périphérie du cluster, seront des non-core samples. Enfin le point bleu N est une donnée aberrante, 

puisqu’il n’y a pas au moins min_samples situé dans un rayon d’ε. 

 

 
Figure 39: Processus de clustering avec DBSCAN. Les points rouges sont les core samples, les points jaunes 

les non-core samples et le point bleu est une donnée aberrante. Les rayons figurés sont d’une distance d’ε [38]. 

1.4. Essais de clustering avec DBSCAN 

Le challenge principal était ici de définir le seul paramètre de l’algorithme, ε, de façon à ce qu’il satisfasse 

n’importe quel mélange. L’idée n’est évidemment pas de trouver une valeur brute d’epsilon, mais une relation 

entre ce dernier et une des caractéristiques « chiffrables » du mélange. 
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La première piste suivie est celle recommandée dans la description même du script, c’est-à-dire la méthode de 

l’épaulement (knee en anglais) observé sur le graphique des distances au voisin le plus proche [39]. Pour ce faire 

et pour chaque point, la distance au voisin le plus proche est calculée, puis les points sont triés par distance 

croissante. C’est à partir de la courbe en résultant que l’on peut déterminer la valeur idéale d’ε, celle-ci se trouvant 

dans l’épaulement de la courbe, dont il suffira de lire la valeur en ordonnée (Figure 40). 

 

 
Figure 40: Exemple de la méthode de l’épaulement. L’ε approprié pour ce jeu de données sera d’environ 0,35, 

soit la valeur de l’ordonnée de l’épaulement. 

 

Les exemples de mélanges choisis sont les mêmes que précédemment, soit (A) une molécule pure, la 30-epi-

cambogine, mais comportant un signal résiduel de solvant, (B) un mélange de quercétine (65%) et d’harpagoside 

(35%) et (C) un mélange de boldine (75%) et d’harpagoside (25%). 

 

La méthode de l’épaulement a été testée sur les échantillons en combinaison avec l’algorithme, c’est-à-dire qu’une 

fois la valeur d’ε déterminée grâce à la méthode de l’épaulement, elle était directement utilisée comme paramètre 

pour créer des clusters avec DBSCAN. Il convient de noter que les valeurs d’intensité de déplacement chimique 

entrées dans DBSCAN sont normalisées avant tout autre opération. Deux problèmes se sont présentés. Le premier 

est que certains échantillons ne permettaient pas d’observer d’épaulement : le graphique tenant plus de la droite 

que de la courbe… Il était donc impossible de déterminer un ε adéquat. Cela peut s’expliquer par le fait que le jeu 

de données soit relativement petit par rapport aux larges datasets qui peuvent être utilisés dans les exemples de 

cette méthode. L’autre explication est que la répartition des données dans ce jeu n’est pas si hétérogène que 

cela. Il y a donc peu de points situés à des distances extrêmes de leurs voisins. Ces points extrêmes sont 

cependant nécessaires pour pouvoir tracer la partie « droite » de la courbe, c’est-à-dire celle comportant les 

distances au voisin le plus proche les plus élevée. Le second problème est que, pour les exemples pour lesquels 

la méthode fonctionne, le ε trouvé ne forme pas les clusters attendus quand on l’utilise avec DBSCAN. 

 

Il est important de préciser que l’on cherche non pas à obtenir une clusterisation parfaite, c’est-à-dire qu’un 

cluster corresponde aux intensités des signaux d’une seule et même molécule. On souhaite que chaque cluster 

formé contienne un pourcentage élevé de signaux appartenant à la même molécule. En effet, l’avantage de cette 
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méthode par rapport à celle de la moyenne ± écart-type incrémenté est qu’elle ne s’arrête pas lorsqu’une valeur 

aberrante est rencontrée. L’ensemble du jeu de données est donc traité et, même si les clusters ne sont pas 

parfaits, toutes les valeurs y figureront. 

 

Une autre approche a été tentée pour trouver un ε adéquat. Sur chaque exemple, la valeur du ε augmentée de 

façon incrémentale de 0,05. A chaque incrémentation, le nombre de clusters formé est noté. On considérera que, 

sur un intervalle d'ε donné tel que le nombre de fois où 1 seul cluster est formé ne dépasse pas 10 occurrences 

(signal d’un ε probablement trop large), le nombre de cluster qui ressort le plus souvent est le correct. Cette 

méthode ne fonctionne pas, le nombre de cluster le plus fréquent n’étant pas toujours le bon. 

 

Nous avons alors tenté une approche différente en notant, pour chaque exemple, les valeurs limites de ε pour 

lesquelles le nombre de cluster formé est correct (Tableau 14), puis en essayant de relier cette valeur avec une 

autre propriété du mélange. Malheureusement aucun lien n’a pu être établi entre les valeurs correctes d’epsilon 

et les différents tests de paramètres des mélanges : nombres de points dans le mélange, distance cumulée entre 

les points, distance cumulée par nombre de point, distance maximale entre deux points, distance minimale entre 

deux points. Des exemples de clusters considérés comme corrects sont présentés en Figure 41. 

 

Tableau 14: Pour les trois mélanges A, B et C, valeurs minimales et maximales de ε pour que les clusters 

formés soient corrects. La troisième colonne représente la marge entre la valeur minimale et maximale. 

 
 

Mélange ε min ε max Fenêtre ε

A 0,065 0,240 0,175

B 0,065 0,125 0,060

C 0,135 0,150 0,015
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Figure 41: Exemple de clusters, considérés comme corrects, formés par DBSCAN sur les 3 mélanges A, B et C. 

La séparation réelle des valeurs est symbolisée par la ligne verte. 

 

La dernière approche testée est la suivante : Sur des valeurs normalisées, si la différente entre deux valeurs 

consécutives est supérieure à une valeur δ, on considère alors qu’un nouveau cluster est formé. Sinon, ces points 

appartiennent au même cluster. 3 valeurs de δ ont été choisies : 0,20, 0,15 et 0,10. Pour chaque valeur, le 

nombre de clusters formé a été noté et comparé au nombre réel de clusters attendus (Figure 42). 

 

 
Figure 42: Nombre de clusters formés pour les 3 mélanges en fonction du δ autorisé. 

 

En plus des 3 mélanges présentés ici, d’autres exemples ont été testés au travers de toutes les approches citées 

précédemment. Ces exemples comprennent des molécules pures, des mélanges de 2 molécules, des molécules 

pures et quelques signaux « parasites ». Ceux-ci ne sont pas présentés ici car les conclusions sont similaires à 

celles-ci-dessus décrites. 

 

(A) (B)

(C)

ε = 0,065 ε = 0,065

ε = 0,135
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La conclusion générale de ces essais est que la complexité des différents types de mélanges que l’on peut 

retrouver lors d’analyses  phytochimiques, et surtout la répartition des intensités de leur signaux, est trop élevée 

pour pouvoir trouver une méthode universelle automatisée qui permettrai de correctement différencier 2 

molécules différentes en se basant sur l’intensité des signaux de RMN-13C. In fine, ce qui a pu ressortir de ces 

tentatives est que l’interprétation visuelle de ces jeux de données est plus facile pour un utilisateur humain. C’est 

pourquoi il a été décidé qu’aucun filtre d’intensité automatisé ne serait appliqué dans le processus de matching, 

mais que l’intensité des signaux associés seraient cependant graphiquement présentée à l’utilisateur qui pourrait 

utiliser ses compétences pour repérer des signaux d’intensité aberrante (Figure 43) et éventuellement les 

éliminer. 

 

 
Figure 43: Exemple de l’interface graphique du logiciel MixONat qui permet de repérer rapidement des signaux 

d’intensité aberrante (ici, le signal a 34,64 ppm). 
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2. Valorisation biologique 
L’objectif des tests biologiques détaillés ci-dessous est d’évaluer si l’effet de la guttiferone J sur les molécules du 

Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH), observé par Caroline Rouger lors de sa thèse [40], est partagé par 

d’autres composés de la même classe structurale des acylphloroglucinols polycycliques polyprénylés (PPAPs). Si 

c’est le cas, les molécules actives permettront de pouvoir déterminer leur cible et préciser leur mécanisme 

d’action. Les études biologiques ont été réalisées avec l’aide de Chloé Coste, étudiante en master 2 (de 01/2017 

à 06/2017). 

2.1. Type cellulaire 

Les tests ont été menés sur des cultures primaires de cellules endothéliales humaines. Les cellules endothéliales 

sont les cellules constituant la couche la plus interne des vaisseaux sanguins. Se situant à l’interface entre le sang 

et les tissus, elles participent à la réponse immunitaire (Figure 44 et Figure 45). Le choix de ce type cellulaire 

lors des tests s’explique par le fait que ce sont des cellules exprimant CMH de classe I et de classe II, ainsi que 

HLA-E et MHC class I related chain A (MICA), 4 molécules de surface impliquées dans la réponse adaptative et 

innée. Les cellules utilisées sont fortement activées par l’interféron gamma (IFNγ), une cytokine 

immunostimulatrice, ce qui permet de mieux visualiser quelque effet immunomodulateur que pourraient entraîner 

les PPAPs testés. 

 

 
Figure 44: Cellule endothéliale et réponse immunitaire. 
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Figure 45: Cellules endothéliales au sein d’un vaisseau sanguin. 

 

Les tests ont permis d’évaluer les effets de : 

 - la guttiferone J, disponible dans la chimiothèque du laboratoire. 

 - un mélange de guttiferone F et de xanthochymol, isolé de l’écorce de Garcinia bancana. 

 - un standard commercial de garcinol, puisque ce PPAP est décrit dans la littérature comme possédant 

des propriétés immunomodulatrices et des effets anti-cancéreux [41]. 

2.2. Expression des protéines de surface 

Les cellules endothéliales sont cultivées jusqu’à confluence, c’est-à-dire jusqu’à ce qu’elles forment un tapis de 

cellules serrées, correspondant à leur état physiologique lorsqu’elles forment l’endothélium des vaisseaux 

sanguins. Les molécules à tester sont ensuite ajoutées et, après une heure, les cellules sont activées ou non par 

l’IFNγ. Différentes périodes d’incubation ont été testées (16, 24 et 48 heures) et des anticorps spécifiques, couplés 

à des fluorochromes, se lient à aux différentes protéines de surface (CMH de classe I, CMH de classe II, HLA-E et 

MICA). Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS), un type spécialisé de cytométrie en flux, a permis l’évaluation 

de l’expression de chaque marqueur à la surface des cellules (Figure 46). 
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Figure 46: Principe de la cytométrie en flux. 

 

Les effets des différentes PPAPs sur l’expression des différents marqueurs ont ensuite été comparés, à la fois au 

niveau basal (sans activation des cellules par l’IFNγ) et après activation par l’IFNγ. Il ressort de ces expériences 

que le garcinol et le mélange guttiferone F + xanthochymol diminue l’expression basale du CMH de classe I et de 

HLA-E, alors que la guttiferone J seulement diminue l’expression de HLA-E. Seul le garcinol semble réduire 

l’expression de MICA (Figure 47). 

 

 
Figure 47: Effet des PPAPs sur l’expression basale des molécules du CMH. 

 

Lorsqu’elles sont activées par l’IFNγ, les cellules endothéliales expriment fortement les molécules CMH de classe 

I et HLA-E, tout en diminuant légèrement l’expression de MICA. Après 48 heures, l’expression des molécules CMH 

de classe II est également fortement induite. Toutes les PPAPs ont montré une inhibition significative des effets 

de l’IFNγ, diminuant drastiquement l’expression des molécules CMH de classe II et HLA-E. Elles présentent 
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également un effet « léger » sur les molécules du CMH de classe I et MICA, réduisant leur expression (Figure 

48). 

 

 
Figure 48: Effet des PPAPs sur l’expression des molécules du CMH sur des cellules activées par l’IFNγ. 

 

Les PPAPs semblent partager des effets similaires sur l’expression des molécules du CMH à la surface des cellules, 

le garcinol produisant les effets les plus marqués. 

2.3. Transcrits ARNm 

Afin d’élucider le mécanisme d’action des PPAPs, il est important de savoir si les effets observés sur l’expression 

des molécules du CMH sont liés à une régulation des transcrits de leurs acides ribonucléiques messagers 

(ARNm). Cette information permettra de savoir si la cible des PPAPs est situées avant ou après l’étape de 

transcription de l’ARNm codant pour les marqueurs du CMH (Figure 49). 

 

 
Figure 49: Processus d’activation génique menant à l’expression des molécules du CMH. 
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Les cellules endothéliales ont été cultivées dans les même conditions que précédemment décrit; le protocole est 

également identique concernant l’étape d’ajout des produits à tester et de l’IFNγ. Après incubation, les cellules 

furent lysées et le matériel ARNm fut obtenu après des étapes de centrifugation et de précipitation; il fut amplifié 

grâce à la technique de Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) (Figure 50). 

 

 
Figure 50: Principe de la RT-PCR. 

 

Les résultats permettent de dégager la même tendance que celle observée sur l’expression des molécules de 

surface, mais avec un effet plus modéré (Figure 51). Cela peut être expliqué par un temps d’incubation plus 

court (16 heures au lieu de 48 heures). Cependant, cela permet quand même de suggérer que le mécanisme 

responsable de l’effet des PPAPs est un phénomène pré-transcriptionnel. 

 

 
Figure 51: Niveau de transcrits ARNm après 16 heures de traitement. 
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2.4. Voie de l’IFNγ 

L’effet des PPAPs sur l’expression des molécules du CMH étant plus intense après activation par l’IFNγ, il est 

important de décrire la voie de fonctionnement de ce dernier afin de pouvoir faire une hypothèse sur leur cible 

(Figure 52). 

 

 
Figure 52: Voie de l’interféron gamma. 

 

Lorsqu’il se lie à son récepteur, l’IFNγ induit l’autophosphorylation de Janus Kinase 2 (JAK2). Cela permet à JAK2 

d’activer Signal Transducer and Activator of Transcription 1 (STAT1) en le phosphorylant ①. Les monomères 

activés de STAT1 forment un homodimère ② qui se transloque dans le noyau ③ afin d’initier la transcription 

génique sur un site spécifique : Gamma interferon Activated Sequence (GAS). La fixation sur ce site est possible 

grâce à l’acétylation de STAT1 par une Histone Acetyl Transferase (HAT) appelée CREB-Binding Protein 

(CBP)/p300 ④. L’activation de ces gènes induit l’expression des molécules du CMH à la surface de la cellule. La 

déphosphorylation de STAT1, par la T-Cell protein tyrosine Phosphatase 45 (TCP45), lui permettra de retourner 

dans le cytoplasme ⑤. STAT1 y sera désacétylée par l’Histone Deacetylase 3 (HDAC3) ⑥ lui permettant ainsi 

de retourner à sa forme monomérique, configuration nécessaire pour être recyclée ⑦ [42-44]. 

2.5. Expression intracellulaire des protéines 

Afin de valider les effets précédemment observés et pour statuer sur l’implication de STAT1, le niveau d’expression 

de ce facteur de transcription doit être mesuré. Le Western blot est une technique utilisée en biologie moléculaire 

pour évaluer le taux d’expression des protéines au sein des tissus ou cellules. Une électrophorèse sur gel permet 

la séparation des différentes protéines en fonction de leur taille et charge respective. Des anticorps spécifiques 

sont utilisés pour marquer les protéines désirées et l’échantillon est ensuite placé sur une membrane. En 
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combinant la spécificité des anticorps et la distance de migration, il est possible de détecter les protéines d’intérêt, 

tout en évaluant leur taille et leur taux d’expression (Figure 53). 

 

 
Figure 53: Principe du Western blot. 

 

Les cellules endothéliales furent de nouveau cultivées et les PPAPs et/ou l’INFγ furent ajoutés après différentes 

périodes d’incubation. Après l’électrophorèse, un transfert de membrane et l’utilisation d’anticorps spécifiques 

pour STAT1 total et phosphorylated STAT1 (pSTAT1), la forme phosphorylée activée de STAT1, la membrane 

peut être lue (Figure 54). 

 

 
Figure 54: Expression induite de pSTAT1 par les PPAPs. 

 

Après 6 heures de traitement par l’IFNγ, une augmentation générale de pSTAT1 a été observée. Les échantillons 

incluant PPAPs et l’IFNγ ont montré une augmentation plus faible de pSTAT1. Cela semble confirmer que les PPAPs 

régulent la phosphorylation de STAT1, et donc son activation. 
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2.6. Conclusion et perspectives 

Ces différentes expériences ont permis de montrer que les PPAPs partagent le même effet général : une 

diminution de l’expression des molécules du CMH à la surface des cellules, de la transcription de leur ARNm, et 

une diminution de la phosphorylation de STAT1. 

 

Le garcinol est décrit dans la littérature comme étant inhibiteur de STAT1 [41], mais aucun lien n’a encore été 

montré entre ses effets sur HLA-E et ceux sur STAT1. Ce lien semble être intéressant à investiguer lors de 

prochains travaux, dans lesquels les PPAPs pourraient servir d’outils. 

 

Même si les PPAPs partagent des effets similaires, ces derniers peuvent être plus ou moins modérés en fonction 

des molécules testées. De plus, des effets toxiques peuvent apparaître avec certains composés. Les études de 

relations structure/activité pour la classe structurale des PPAPs, combinés à des expériences de docking sur STAT1 

[41, 45, 46], pourront faire l’objet d’études futures. 
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Titre :  Mise au point d’une méthode d’analyse déréplicative par RMN du carbone 13 

Mots clés :  déréplication, RMN-13C, programme, produits naturels 

  Résumé :  L’extraction et la purification de produits 
naturels peut représenter un travail long et fastidieux, 
n’aboutissant pas forcément à l’isolement de 
molécules valorisables. C’est pourquoi des méthodes 
de déréplication ont progressivement été 
développées : elles permettent en effet d’identifier les 
molécules d’un mélange sans avoir à les séparer, en 
comparant leurs signaux à ceux de références 
regroupées en bases de données. Dans ce travail, 
nous avons cherché à utiliser une méthode de 
déréplication pouvant nous permettre de rapidement 
identifier des acylphloroglucinols polycycliques 
polyprénylés (PPAPs), molécules pouvant présenter 
un intérêt comme « outil thérapeutique » permettant 
de mieux comprendre certains mécanismes 
immunitaires et inflammatoires. En RMN du 13C, nous 
avons d’abord pu établir que la construction de bases 
de données contenant des valeurs prédites, au lieu 
de données expérimentales, permettait tout de même 
de réaliser des analyses déréplicatives de qualité. Les 
bases prédites ont donc été utilisées pour la suite de 
nos expériences. 

Après avoir passé en revue les différentes méthodes 
de déréplication déjà décrites dans la littérature, 
nous avons décidé de développer notre propre 
programme de déréplication utilisant la RMN du 13C, 
dans l’optique de pouvoir le rendre plus discriminant 
que les méthodes préalablement proposées. Pour ce 
faire, en plus du spectre de RMN-{H}-13C, des 
informations déduites d’expériences DEPT (135 et 
90) sont ajoutées, afin d’affiner les recherches par 
type de carbone. Une interface graphique a 
également été implémentée, permettant non 
seulement une facilité d’utilisation mais, également, 
une interactivité dans la validation des résultats, 
grâce à laquelle l’utilisateur peut optimiser les 
hypothèses faites par le programme. Cette nouvelle 
méthode a d’abord été testée avec succès sur 
différents mélanges de produits naturels, ce qui a 
permis d’en valider le concept. Enfin, la méthode a 
pu être appliquée sur des extraits de composition 
inconnue de Garcinia bancana, conduisant à 
l’identification des PPAPs recherchés. Les molécules 
d’intérêt ont finalement été purifiées pour de futurs 
tests biologiques. 

 

Title: Developing a dereplication analysis method based on carbon 13 NMR 

Keywords:  dereplication, 13C-NMR, program, natural products 

  Abstract: Extraction and isolation of natural 
products (NPs) may be associated with a tedious and 
time-consuming work and can unfortunately lead to 
molecules of little to no interest. That is why 
dereplication methods have been developed: they 
allow the identification of molecules within a mixture, 
without having to separate them, by comparing their 
signals to those of references, gathered in databases. 
As far as NPs are concerned, our need for a proper 
dereplication strategy was focused on polycyclic 
polyprenylated acylphloroglucinols (PPAPs), 
molecules that could be used a “therapeutic tool” in 
order to better understand mechanisms involved in 
immune and inflammatory responses. Using 13C-
NMR, we first were able to conclude that building 
databases with predicted values, instead of 
experimental ones, gave quality results to a 
dereplication work. 

Predicted databases were thus used for the 
remaining experiments. After a literature survey of 
the different kind of 13C-NMR based dereplication 
methods, we decided to develop our own program in 
order to make it even more discriminating. To do so, 
in addition to 13C data, DEPT (135 and 90) 
information were added, allowing to narrow the 
search by carbon type. A graphic user interface was 
also implemented, making the program easier to 
use, but also providing the user with the possibility to 
interact with the result validation. This new method 
was first successfully tested on diverse natural 
products mixtures, allowing the validation of the 
concept. Eventually, the method was applied to 
Garcinia bancana extracts of unknown composition. 
It made possible the quick identification of the 
PPAPs we were interested in, which were purified for 
further biological testing. 
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