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Avant-propos

L’Institut de Chimie des Substances Naturelles (ICSN) est l’un des plus grands

centres de recherche en chimie de France. Il est situé sur le campus du centre de

recherche de Gif-sur-Yvette. L’ICSN emploie près de 130 personnes, chercheurs,

étudiants, post-doctorants, techniciens et administratifs. Ses domaines d’activités

portent sur tous les aspects de la chimie des substances naturelles (extraction, dé-

termination structurale, synthèse, chimie expoloratoire et méthodologies) mais éga-

lement sur leurs interactions avec le vivant (activité biologique, relation structure-

activité, biologie structurale). Cet environnement propice aux interactions a permis

la découverte de deux médicaments majeurs en thérapie anticancéreuse, le Taxotère R©

et la Navelbine R©.

Pour valoriser la biodiversité dans un but thérapeutique, l’équipe Métabolites

de Végétaux dirigée par le Dr. Fanny Roussi, peut s’appuyer sur des structures

internes (extractothèque, plateforme d’évaluation biologique) mais également sur

de nombreuses collaborations nationales et internationales, pour la prospection, la

collecte des plantes ou les études biologiques (Figure 1). L’équipe est chargée de la

valorisation d’une banque d’extraits naturels préparés à partir de plantes supérieures

provenant de zones riches en biodiversité. Les plantes sont récoltées, identifiées, sé-

chées, broyées et extraites avant d’être envoyées à l’ICSN. Les échantillons sont

répartis dans des plaques multi-puits afin d’être criblés sur différentes cibles biolo-

giques. L’extractothèque de l’ICSN rassemble ainsi plus de 14 000 extraits préparés

à partir de 6500 plantes. Au sein de cette équipe, le laboratoire de phytochimie tra-
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Figure 1 – Organigramme de l’équipe Métabolites de Végétaux : Isolement, Syn-
thèse et Bioactivité

vaille en interdépendance avec le laboratoire de synthèse pour permettre l’émergence

de projets, allant de l’isolement d’une molécule à sa synthèse, en passant par la mise

en place d’études de relations structure-activité et de pharmaco-modulation.
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Introduction

En chimie organique, la définition d’un produit naturel correspond habituel-

lement à un composé organique isolé d’une source naturelle qui est produit par le

métabolisme primaire ou le métabolisme spécialisé initialement connu sous le nom

de métabolisme secondaire. En chimie thérapeutique, la définition est souvent res-

treinte aux métabolites spécialisés. Contrairement aux métabolites primaires, les

métabolites spécialisés ne sont pas essentiels à la survie, mais ils fournissent néan-

moins des avantages évolutifs au sein des êtres vivants tels que les plantes. La

plupart de ces composés ont un but particulier ; ils protègent la plante sessile qui ne

peut pas fuir un prédateur par des propriétés amères, piquantes ou toxiques et sont

donc vouées à interagir avec d’autres êtres vivants.

Le papyrus Ebers est l’un de plus vieux documents décrivant l’usage des sub-

stances naturelles pour soulager les maux. Un grand nombre de plantes sont décrites

dans ce manuscrit regroupant plus de 700 remèdes et formules magiques parmi les-

quels des préparations à base de Ricin (Ricinus communis, Euphorbiaceae). Au

premier siècle après J-C, Dioscoride détaille plus de 600 plantes médicinales dans

son livre "De Materia Medica". Cette collection de remèdes résulte de l’expérience

acquise au fil des siècles et bon nombre d’informations ne peuvent être interpré-

tées qu’au regard des connaissances de cette époque. Cependant, de nombreuses

plantes ont longtemps été utilisées en médecine traditionnelle, à l’image de la digi-

tale pourpre, l’opium ou l’écorce de quinquina qui ont été remplacées dès le début du

XIXième siècle par leur principes actifs isolés, la digitoxine, la morphine, la quinine...
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2 INTRODUCTION

Dans les années 1990, les compagnies pharmaceutiques ont progressivement aban-

donné les substances naturelles, au profit de la chimie combinatoire et du criblage

haut débit utilisant de vaste bibliothèques de petites molécules synthétiques. Les

bibliothèques de produits naturelles, quant à elles, étaient souvent constituées d’une

association d’extraits, de fractions partiellement purifiées et de composés purs, les

rendant a priori incompatibles avec les plateformes de criblage haut débit. Quelques

années plus tard une étroite corrélation entre le désintérêt des produits na-

turels et la chute du nombre de nouveaux candidats médicaments a été

constatée.1

En 2015, le Prix Nobel en Physiologie ou Médecine a été attribué à William C.

Campbell, Satochi Omura, et Youyou Tu pour la découverte des avermectines et de

l’artémisinine, des composés qui ont révolutionné le traitement de certaines mala-

dies tropicales dévastatrices. Les deux programmes de recherche ont débuté par le

criblage de bibliothèques de produits naturels et amènent donc à reconsidérer l’ap-

parente incompatibilité des substances naturelles avec les plateformes de recherche

haut débit.

La formidable diversité chimique des produits naturels dépasse de loin la créati-

vité des chimistes. Leur point fort réside notamment dans une structure tridimen-

sionnelle qui s’oppose à la planéité de nombreux composés synthétiques. Toutefois,

c’est également un inconvénient. En plus de leur faible accessibilité ; du fait de leur

complexité, la pharmacomodulation est souvent difficile et coûteuse si bien que les

compagnies pharmaceutiques hésitent à investir dans leur optimisation. Néanmoins,

lorsqu’on considère les interactions cible-ligand, les produits naturels, qu’ils soient

issus de plantes, d’organismes marins ou de micro-organismes, sont d’excellents can-

didats. En effet, durant leur biosynthèse, tous les métabolites spécialisés ont déjà

"vu" le site de reconnaissance d’une protéine ; ainsi, leurs caractéristiques structu-

rales et leurs propriétés orientent l’interaction avec les protéines et par extension

l’activité biologique. Sélectionnées par des milliards d’années d’évolution, ces méta-
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bolites originaux, aux structures complexes possèdent des propriétés pour la santé

et le bien-être de l’Homme. Elles ont, à de nombreuses reprises, inspiré l’industrie

pharmaceutique et sont sans nul doute la meilleure source de molécules théra-

peutiques.

Les récents progrès en génomique et en biotechnologie, ont considérablement

élargi l’espace chimique des substances naturelles et permettent aujourd’hui la pro-

duction de produits naturels complexes et issus d’espèces rares grâce à des modèles

d’hôtes hétérologues. La compréhension de voies de biosynthèse des produits

naturels, permet des manipulations rationnelles de la machinerie biosynthétique de

la Nature, pour la production de substances naturelles ou d’analogues.

Ce manuscrit a pour but de mettre en avant l’intérêt pharmaceutique d’une ca-

tégorie de métabolites spécialisés produits quasi-exclusivement par les plantes de

la famille des Euphorbiaceae. Un état de l’art concernant l’origine biosynthétique

des principales classes de diterpènes macrocycliques (DM) et les mystères de leurs

relations topologiques sera présenté, puis l’étude phytochimique d’une Euphorbia-

ceae tropicale (Sandwithia guyanensis) permettra d’apprécier l’étonnante diversité

structurale en DM que cette espèce est capable de produire.
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Partie bibliographique
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Chapitre 1

La famille botanique des

Euphorbiaceae

1.1 Classification et distribution

Il existe plusieurs grands groupes de plantes, dont les angiospermes ou plantes à

fleurs, qui sont les plus largement représentées (Figure 2). Elles sont apparues il y

a environ 140 millions d’années et occupent aujourd’hui la quasi totalité des terres

émergées (ou des écosystèmes terrestres). Elles font partie des plantes vasculaires

caractérisées par un système de cellules spécialisées formant le tissu vasculaire. Ces

cellules fournissent le support permettant aux plantes vasculaires de se développer

en hauteur et un système de transport de l’eau, des minéraux et des produits de

la photosynthèse à l’intérieur de la plante. Les Euphorbiaceae sont une famille de

plantes appartenant à l’ordre des Malphighiales au sein des Angiospermes Eudico-

tylédones. Elle est divisée en 4 sous-familles : les cheilosoideae, les acalyphoideae,

les crotonoideae et les euphorbioideae. Plus de 6500 espèces d’Euphorbiaceae répar-

ties dans environ 220 genres sont répertoriées à l’heure actuelle. Les genres les plus

représentés sont Euphorbia et Croton.2
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Figure 2 – Les grands groupes de plantes

Règne Végétal
Embranchement Phanérogames

Sous-embranchement Angiospermes
Classe Eudicotylédones supérieures

Sous-classe Rosideae
Ordre Malpighiales
Famille Euphorbiaceae

Sous-familles Cheilosoideae Acalyphoideae Crotonoideae Euphorbioideae

Tableau I – Lignée taxonomique des Euphorbiaceae
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Les Euphorbiaceae sont retrouvées dans la plupart des continents du monde à

l’exception de l’Arctique et de l’Antarctique. Elles sont mieux représentées dans

les régions tropicales où elles possèdent une grande diversité par zone d’habitat.

Plusieurs espèces présentent une très grande importance économique : Hevea brasi-

lensis (dont le latex donne le caoutchouc), Manihot esculenta (dont les tubercules

donnent le manioc), Ricinus communis (ricin)... En culture ornementale d’intérieur,

on trouve également les Crotons aux feuilles panachées et l’Euphorbia pulcherrima

également appelée Poinsettia ou Étoile de Noël.

1.2 L’appareil reproducteur

Avant d’aller plus loin, il est important de considérer les étonnantes caractéris-

tiques de cette famille, en commençant par l’inhabituelle structure florale. En fait,

ces plantes n’ont pas de fleur au sens commun du terme, mais elles ont développé

une structure florale hautement spécialisée, appelée un cyathe (du grec kyathos =

coupe) (Figure 4). Il consiste en un réceptacle en forme de petite coupe contenant les

fleurs. Le cyathe peut être unisexué ou bisexué. Lorsqu’il est unisexué, il est composé

soit d’une seule fleur femelle, soit de plusieurs fleurs mâles. Le cyathe bisexué quant

à lui, contient une fleur femelle entourée de nombreuses fleurs mâles. Autour de ce

système, cinq lobes alternent avec cinq nectaires ou glandes. La forme de ces glandes

varie en fonction des espèces et c’est leur teinte qui donne sa couleur au cyathe. Des

bractées pouvant être colorées entourent le cyathe et participent à l’aspect attractif

de l’inflorescence des Euphorbiaceae. Le cyathe bisexuel est le plus commun, tandis

que le cyathe unisexué est considéré comme le plus évolué du fait de vestiges de

fleurs femelles retrouvés dans les cyathes mâles.3 Le fruit est généralement une cap-

sule à trois loges contenant chacune une seule graine. Les graines sont albuminées

(huileuse ou renfermant des huiles) et pourvues d’une caroncule, petite expansion

charnue appréciée des insectes et autres animaux et favorisant la dissémination des
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Figure 3 – Schéma de l’inflorescence d’Euphorbia.4

graines.

1.3 L’appareil végétatif

L’appareil végétatif des Euphorbiaceae est très varié. Ce sont des arbres ou des

arbustes, des herbes, des lianes, des plantes cactiformes voire des herbes aquatiques

flottantes. Leurs tiges sont parfois succulentes et leurs racines parfois tubéreuses. Les

feuilles sont également très variables mais elles sont souvent longuement pétiolées

et alternes.

1.4 Les laticifères

Une autre caractéristique importante des Euphorbiaceae est la capacité d’un

grand nombre d’espèces à produire du latex. Le latex n’est pas une sève mais une

émulsion laiteuse produite par des cellules spécialisées appelées laticifères. Ces struc-

tures sont différentes du tissu sécrétoire dans lequel la résine est généralement pro-
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Figure 4 – Schéma du cyathe d’Euphorbia.4

duite. Deux types de laticifères sont reconnus :

— La forme articulée s’organise en vaisseaux constitués de nombreuses cellules

jointives. Ces vaisseaux peuvent s’anastomoser pour former des réseaux com-

plexes.

— La forme non-articulée constituée d’une cellule individuelle multinuclée pou-

vant s’étendre des racines jusqu’au sommet de la tige.5,6

La composition du latex est un mélange complexe de terpènes, de composés phé-

noliques, de protéines, de sucres, etc. À l’heure actuelle, le rôle biologique du latex

ne fait pas consensus bien que bon nombre d’auteurs s’accordent sur des fonctions

défensives. Le latex permettrait en effet de repousser les animaux et les insectes

brouteurs, de tuer ou contrôler la croissance des phytopathogènes et de réparer les

blessures de la plante.7
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Chapitre 2

Origine des diterpènes

macrocycliques

Les terpènes sont des hydrocarbures aux structures très variées qui constituent

la plus grande famille de produits naturels avec plus de 35 000 composés connus. Ils

dérivent d’unités isoprènes assemblées de manière tête-à-queue donnant des sque-

lettes carbonés typiques en (C5)n. Les terpènes sont classés selon le nombre d’unité

isoprène en hemiterpène (C5), monoterpène (C10), sesquiterpènes (C15), diterpènes

(C20), triterpènes (C30), et tétraterpènes (C40). Les plus légers sont les composants

principaux des huiles essentielles, tandis que les polymères les plus lourds sont re-

trouvés dans les latex, les gommes et les résines. Leur nom fait référence à la té-

rébenthine, une oléorésine isolée d’un pin connue pour ses propriétés antiseptiques

et décongestionnante. L’isoprène est considéré comme l’unité de base des terpènes

car il s’agit de leur produit de décomposition. Cependant, il n’est pas directement

impliqué dans la formation de ces composés. Les précurseurs biochimiquement actifs

sont en fait des esters de diphosphate (pyrophosphate), le diméthylallyl diphosphate

(DMAPP) et l’isopentenyl diphosphate (IPP) qui se condensent par addition électro-

phile. La majorité des terpènes subissent ensuite des réactions de cyclisation ; ce qui

explique la rareté des terpènes linéaires (e.g. géraniol, squalène). Dans de nombreux

13
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Figure 5 – Structure du paclitaxel (taxol).

cas des réarrangements et des fonctionalisations ont lieu à tel point qu’il est parfois

difficile de reconnaître l’arrangement linéaire des unités isopréniques (Figure 5).8 Les

diterpènes sont des composés issus de l’assemblage de quatre unités isopréniques et

la grande majorité sont cycliques. Ils sont classés en deux catégories en fonction du

type de cyclisation : les diterpènes polycycliques et les diterpènes macrocycliques

(DM). La distribution des DM est limitée aux Euphorbiaceae et aux Thymelaeaceae

tandis que les diterpènes polycycliques sont retrouvés dans de nombreuses autres fa-

milles de plantes.9 Le premier DM d’Euphorbiaceae, l’euphorbiasteroïde a été isolé

en 1937 de l’huile de graine d’Euphorbia lathyris. Sa structure possèdant un sque-

lette lathyrane a été élucidée en 1970.10 Actuellement, les diterpènes isolés de plantes

comptent plus de 10 000 structures.11

2.1 Les métabolites précurseurs

Dans les plantes, l’IPP et le DMAPP peuvent être synthétisés selon deux voies

compartimentées (Figure 6) :

La voie du 2-C-méthyl-D-érythritol 4-phosphate (MEP) commence dans

les plastes par la condensation du pyruvate et du glycéraldéhyde-3-phosphate pour

donner le 1-déoxy-D-xylulose 5-phosphate (DXP). Le DXP est ensuite réduit en

MEP, lui-même converti en IPP et en DMAPP.
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La voie du mévalonate (MVA) a lieu dans le cytosol, le réticulum endoplas-

mique et les péroxisomes. La condensation de trois molécules d’acétyl-CoA donne

d’abord le 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA (HMG-CoA). L’HMG-CoA réductase

réalise ensuite la transformation irréversible de l’HMG-CoA en MVA menant à la

formation de l’acide mévalonique qui est ensuite converti en IPP. Contrairement à la

voie MEP, la voie MVA ne produit que l’IPP. Or le cation allylique issue du DMAPP

est essentiel aux réactions d’élongation de la chaîne isoprényle. L’IPP produit par

la voie du MVA doit donc être converti en DMAPP par l’intermédiaire des IPP

isomérases de type 1 et 2.12

Les hommes, les animaux, les champignons, les archeae et quelques bactéries

Gram+ dépendent exclusivement de la voie du MVA tandis que la plupart des

bactéries utilisent uniquement la voie MEP pour la synthèses des terpènes. Les

IPP isomérases sont donc indispensables aux organismes ne possèdant que la voie

MVA. Les plantes, quant à elles, peuvent emprunter l’une ou l’autre de ces voies.

Cette particularité est due à l’acquisition de la voie MEP par l’endosymbiose d’une

cyanobactérie au cours de l’évolution, ce qui expliquerait le confinement de la voie

MEP dans les plastes au sein des plantes.13,14

Les plastes sont des organites semi-autonomes possèdant un ADN propre. Ils

sont retrouvés dans pratiquement toutes les plantes et algues. Les plastes jouent

des rôles clés dans la photosynthèse (chloroplastes), la synthèse des lipides et des

acides-aminés (protéinoplaste), le stockage de l’amidon et des huiles (amyloplaste et

élaioplaste respectivement), la couleur des fruits et des fleurs, voir la perception de

l’environnement. Ils sont retrouvés dans toutes les parties de la plante, notamment

les laticifères d’où la présence de nombreux DM dans le latex d’Euphorbiaceae.15,16
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Figure 6 – Biosynthèse des précurseurs des terpènes chez les plantes.14
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2.2 Les voies de biosynthèse

La cyclisation du précurseur tetraprényl, le géranylgéranyl diphosphate (GGPP)

médiée par la formation d’un carbocation, puis de potentiels réarrangements de

Wagner-Meerwein, permet la production d’une grande diversité de squelettes carbo-

nés notamment au sein des Euphorbiaceae. Les diterpènes peuvent être classés selon

le type de cyclisation de leur précurseur (Figure 7) :

— Les diterpènes polycycliques dérivent de la cyclisation en cascade du GGPP

sous l’action de cyclases de type 2. Ils sont représentés principalement par les

abiétanes, les pimaranes, les kauranes, les atisanes et les trachylobanes.

— Les DM dérivent de la cyclisation de type tête-à-queue du GGPP sous l’ac-

tion des cyclases de type 1. Le mécanisme implique la formation d’un cation

et différentes étapes de cyclisation formant des composés monocycliques dé-

rivés du cembrane, bicycliques dérivés du casbane (section 2.2.1) tricycliques

dérivés du lathyrane (section 2.2.2).17

Comme l’illustrera le chapitre 3, les DM possèdent d’importants intérêts éco-

nomiques et pharmaceutiques. Les progrès récents en génomique et biotechnologie

fournissent des solutions efficaces pour la production des terpènes structurellement

complexes. Cependant, la reproduction des voies biosynthétiques par bio-ingénierie

implique leur connaissance approfondie. Seulement, malgré leurs intérêts chimiques

et pharmacologiques, les voies biosynthétiques des DM restent très peu décrites. Ce

chapitre présente les voies de biosynthèse des principaux squelettes de DM proposées

dans la littérature.

2.2.1 Les cembranes et les casbanes

Le squelette cembrane consiste en un macrocyle de 14 carbones substitués par

un groupement isopropyl en position 1 et trois méthyles en positions 4, 8 et 12. Les

cembranes naturels sont fonctionalisés par des sucres, des alcool, des lactones. Bien
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Figure 7 – Les deux types de cyclisation d’un tetraprenyl phosphate.

qu’il ait été isolé pour la première fois d’un pin en 1926, les premières études éta-

blissant formellement la structure du squelette cembrane ont été publiées en 1962.18

Le cation cembrène est considéré comme l’intermédiaire commun à la production

de tous les squelettes de DM par différentes séquences enzymatiques.19 Le squelette

casbane se distingue du cembrane, par le remplacement du groupement isopropyl par

un cyclopropane, substitué par un groupement gem-diméthyl. Isolé pour la première

fois en 1970, le casbène issu de la cyclisation du cembrène est un diterpène bicyclique

servant de phytoalexin chez Ricinus communis (Figure 8).20 Peu d’informations sont

disponibles quant aux voies de biosynthèse menant aux dérivés du casbène. Cepen-

dant, il est admis que le groupement diphosphate du GGPP est d’abord clivé pour

former un cation délocalisé, qui interagit ensuite avec la double liaison 14-15 pour

conduire au cation cembrène macrocyclique. Enfin, la formation du cyclopropane

par perte d’un proton donne le casbène (Figure 9).

La casbène synthase

La séquence décrite ci-dessus est catalysée par une seule enzyme appelée casbène

synthase (CBS). La casbène synthase a été purifiée de Ricinus communis en 1978 et

peut être identifiée comme l’enzyme catalysant la biosynthèse du casbène à partir du

GGPP.22 Un cation divalent est probablement crucial pour le clivage enzymatique

du diphosphate allylique au début du cycle catalytique mais le mécanisme n’a pas

encore été élucidé. Pendant longtemps ce fut le seul rapport de la caractérisation
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Figure 8 – Ricinus communis.21
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Figure 9 – Schéma biosynthétique des squelettes cembrane et casbane.

d’une enzyme catalysant les réactions de cyclisation menant aux squelettes carbonés

des DM. C’est seulement récemment que les équipes de Demura puis Keasling ont

réussi à isoler et cloner des homologues de la casbène synthase chez un Jatropha

sp. et des Euphorbia spp., respectivement. N’ayant pas réussi à isoler d’autres di-

terpènes synthases, chez les espèces produisant des squelettes plus complexes que le

casbane (i.e. phorboïdes et lathyranes), les auteurs confirment le rôle critique de la

CBS dans la biosynthèse des DM et suggèrent l’implication des cytochromes P450

monooxygénases (CYP450) dans la production des DM fonctionalisés. Par ailleurs,

ils caractérisent la néocembrène synthase chez R.communis qui catalyse la forma-

tion du néocembrène via le cation cembrène. Il s’agit de la première description du

gène de la néocembrène synthase mais son rôle dans la biosynthèse des diterpènes

d’Euphorbiaceae reste à clarifier.23,24

2.2.2 Les lathyranes et leurs dérivés

Les lathyranes

Les lathyranes sont caractérisés par une structure de type 5/11/3, un cyclopen-

tane fusionné à un macrocyle à 11 carbones portant lui-même un cyclopropane. Le

squelette lathyrane isolé pour la première fois d’E. lathyris suscite l’intérêt du fait

de la capacité de cette famille de molécules à inhiber les transporteurs ABC, les

protéines d’efflux responsables de la perte d’efficacité des traitements des cancers

multirésistants (section 3.1).25 Le casbène a été proposé comme le premier intermé-
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diaire des DM plus complexes retrouvés au sein des Euphorbiaceae dont le squelette

lathyrane. Cependant, les mécanismes de cyclisation intramoléculaires et les réar-

rangements menant aux lathyranes restent hypothétiques. Les lathyranes possèdent

des degrés d’oxydation supérieurs à ceux des casbènes de sorte que les cyclisations

intramoléculaires semblent avoir lieu selon des voies communes contrôlées par les

CYP450.26 Cette relation entre cyclisation et degré d’oxydation peut fournir des

informations clés dans la formation des DM. C’est ainsi que l’équipe de King a dé-

montré que les CYP450 ne sont pas uniquement responsables de la décoration des

squelettes de DM mais qu’ils initient des cyclisations intramoléculaires.25

La conversion du casbène en lathyrane implique la création d’une liaison entre les

positions 6 et 10 (numérotation des casbanes, 4 et 15 : numérotation des lathyranes).

Cette cyclisation requiert, l’activité de deux CYP450 pour former un intermédiaire

6-hydroxy-5,9-dicétocasbène dont un des tautomères (9-hydroxy-5,6-dicétocasbène)

peut subir une aldolisation (Figure 10).

Les Jatropholanes et les (iso)crotofolanes

Les jatropholanes sont des diterpènes rares caractérisés par un système tétracy-

clique 5/6/7/3 isolés pour la première fois de Jatropha gossypiifolia puis de Jatropha

elliptica et Jatropha curcas. Selon Duarte et al., ils pourraient dériver des lathyranes
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Figure 12 – Voie de biosynthèse possible des crotofolanes à partir des jatropholanes.

dont l’oxydation de la position 13 permettrait la fermeture transannulaire du ma-

crocycle entre les positions C-5 et C-12 (Figure 11).27

Le squelette crotofolane a été isolé et caractérisé pour la première fois en 1975

(chan et al) à partir de Croton corylifolius.28 Le mécanisme de biosynthèse proposé,

consiste en l’ouverture du cyclopropane du squelette jatropholane, pour conduire au

squelette crotofolane et le squelette isocrotofolane selon la nature du clivage de la

liaison 10-11 ou de la liaison 9-10, respectivement (Figure 12).29

2.2.3 Les jatrophanes et leurs dérivés

Les jatrophanes et les abeojatrophanes

Les jatrophanes sont caractérisés par une structure de type 5/12 : un cyclopen-

tane hautement fonctionalisé et fusionné à un macrocyle à 12 carbones. Ils existent

exclusivement chez les Euphorbiaceae en général sous forme de polyesters. La jatro-

phone, première molécule de type jatrophane, a été isolé de Jatropha gossypifolia.30

Les jatrophanes, ne possèdent pas le cyclopropane présent chez les lathyranes ou

les casbanes. Les informations concernant la biosynthèse des jatrophanes sont rares.

Néanmoins, trois hypothèses ont été proposées pour expliquer la formation du sque-



2.2. LES VOIES DE BIOSYNTHÈSE 23

Ouverture du cyclopropane

Réarrangements de WM

Cembrène

Lathyrane

Casbène

Jatrophane

Figure 13 – Hypothèses biosynthétiques du squelette jatrophane.

O

OiBu
BuMeO

O

OH
OMeBu

H

H
B

OiBu

O

HO

HO

OH

OMeBu

OMeBu
H

réarrangement 
[13-14] α-cétol13

1314

14

15

11

4
4

O

O

OMeBu =

Figure 14 – Hypothèse biosynthétique du squelette abeojatrophane à partir du
squelette jatrophane.

lette jatrophane :

— le macrocycle peut provenir du cembrène cationique par une séquence de

réarrangements de Wagner-Meerwein.

— il pourrait également provenir du casbène si la formation du cyclopentane

intervient après l’ouverture du cyclopropane.

— il pourrait être formé à partir du lathyrane si la formation du cyclopentane

intervient avant l’ouverture du cyclopropane.31

Le squelette de type 1(15→14)abeo-jatrophane diffère du squelette jatrophane

par la tansformation de la liaison 1-15 en liaison 1-14. Cette extension de cycle peut

être le résultat du réarrangement [13-14]α-cétol (pinacolique) d’un jatrophane oxydé

en positions 14 et 15 (Figure 14).32
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Les paralianes, les pépluanes et les ségétanes

Les paralianes isolés pour la première fois d’Euphorbia paralias en 1998 sont

des systèmes tétracycliques 5/6/5/5 rares, probablement formés par une cyclisation

transannulaire des jatrophanes.33 Cette hypothèse est appuyée par le fait que des

jatrophanes sont systématiquement co-isolés.34 L’introduction d’un alcool primaire

sur le gem-diméthyl suivi d’une expansion de cycle complète la formation du sque-

lette pépluane (5/6/5/6). Le diol vicinal actétylé (C-8 et C-9) retrouvé chez tous

les pépluanes connus, peut être expliqué par une époxydation enzymatique (∆8−9)

suivie d’une ouverture de l’époxyde. Les ségétanes découverts en 1997 à partir d’ E.

segetalis peuvent de la même manière dériver d’un jatrophane époxydé en (∆6−17)

4 (Figure 15).35,36

2.2.4 Les phorboïdes et leurs dérivés

Les phorboïdes sont une famille de diterpènes polycycliques structurellement

reliés au squelette tigliane du phorbol et incluent les ingénanes comme l’ingénol-

palmitate et les daphnanes comme la daphnétoxine (Figure 16). Le tigliane a été

isolé pour la première fois en 1934. Le squelette ingénane quant à lui, a été découvert
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bien plus tard en 1967 du fait d’une distribution limitée, d’une instabilité chimique

et d’une faible concentration dans les plantes. Enfin le premier daphnane a été isolé

et caractérisé en 1970.37

D’un point de vue structural, les phorboïdes sont des diterpènes polycycliques,

mais d’un point de vue biosynthétique, ils dérivent de précurseur macrocycliques.

Même si il n’y a pas consensus, une vaste majorité des auteurs s’accordent sur le fait

que les phorboïdes seraient le résultat de la cyclisation des lathyranes. Cependant,

malgré des similarités entre le squelette lathyrane et le squelette tigliane, la relation

entre les phorboïdes et les autres DM reste énigmatique. Les tiglianes peuvent théo-

riquement être convertis dans d’autres types de phorboïdes par des réarrangements

cationiques typiques de la chimie des isoprènes et les incertitudes concernant ces

mécanismes, résident dans la formation de la liaison 8 -14 qui différencie les phor-

boïdes des lathyranes. Cette section explique la théorie de Jakupovic décrite par

Appendino concernant l’origine des phorboïdes.17

Les lathyranes et les phorboïdes : une relation contestée

Malgré une connectivité carbone-carbone similaire entre les lathyranes et les

tiglianes, plusieurs problèmes remettent en question une relation directe entre ces

deux classes de composés (Figure 17) :

A. Alors que les tiglianes sont fréquemment retrouvés au sein des Euphorbiaceae,

les lathyranes quant à eux sont beaucoup plus rares, restreints à quelques espèces du

genre Euphorbia. Si les deux squelettes étaient biogénétiquement liés, on pourrait
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s’attendre à une présence simultanée beaucoup plus fréquente.

B. Comme dans le cas du phorbol ou du lathyrol, le carbone cyclopropylique C-

13 (numérotation des tigliane, ou C-11 numérotation des lathyranes) est hydroxylé

chez tous les tiglianes naturels ainsi que chez de nombreux ingénanes, alors qu’aucun

lathyrane actuellement découvert n’est hydroxylé dans cette position.

C. Topologiquement, la conversion des lathyranes en tiglianes implique la for-

mation d’une liaison entre les carbones C-8 et C-14 (C-8 et C-9 chez les tiglianes

respectivement) mais aucun lathyrane isolé jusqu’à présent ne porte la fonctionalisa-

tion pour cette cyclisation qui nécessite une complémentarité nucléophile électrophile

entre ces deux carbones. En effet, le C-14 des lathyranes est généralement un carbo-

nyle, alors que C-8 est plutôt hydroxylé ou porte un exométhylène non fonctionalisé

comme dans le cas du lathyrol.

D. La plupart des lathyranes contiennent au moins une double liaison endocy-

clique (E), ce qui d’une part, empêche l’interaction spatiale entre C-8 et C-14, et

d’autre part, fait que la cyclisation en tigliane est impossible car les doubles liaisons

(E) ne peuvent exister que dans les cycles à plus de 8 carbones. La cyclisation catio-

nique des lathyranes permet le réarrangement en une grande variété de squelettes
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de diterpènes, dont aucun ne ressemble au squelette tigliane.38

E. Les lathyranes et les tiglianes naturels sont hydroxylés de manière opposée au

niveau de la jonction des cycles A et B comme le montre le phorbol et le lathyrol.

Ces considérations remettent en cause l’hypothèse selon laquelle les tiglianes

proviendraient des lathyranes.

La proposition de Jakupovic

Afin d’expliquer l’origine du squelette tigliane, Jakupovic a proposé une analyse

rétrosynthétique suivant la règle de l’isoprène selon laquelle les unités isopréniques

s’assemblent de manière tête-à-queue (Figure 19).39 Ainsi, l’ouverture du cyclopro-

pane par protonation du C-13 (voie A) connecte sans ambiguïté le squelette tigliane

au cation cembranyl. L’ouverture alternative du cyclopropane par protonation en

C-14 est en revanche incompatible avec la règle de l’isoprénoïde (voies B, E et F,

Figure 19).17

Le cation cembranyl peut être généré à partir du précurseur tetraprényl acyclique

par selon deux repliements distincts. La voie C (Figure 19) semble être la plus

probable, car elle place correctement le cyclopropane sur le cycle C du squelette

tigliane (C2). Au contraire, la voie D impliquant l’insertion du cation en C-8 paraît

contre-intuitive car elle produirait un composé avec une mauvaise localisation du

cyclopropane et un réarrangement serait nécessaire pour obtenir son emplacement

naturel en C-13 (D1b). Cependant, ce réarrangement est au coeur de la proposition
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de Jakupovic et donne une explication mécanistique à toutes les incompréhensions

de la biogenèse des phorboïdes. La voie C requiert un précurseur tetraprényl all-(Z)

(C1) qui va mener à un composé non fonctionnalisé (en position 8 et 9) incompatible

avec la formation la jonction de cycle B,C.17

La double liaison 6-7 du précurseur GGPP (D1) est allylique au groupement

phosphate qui peut donc subir une transposition allylique classique pour mener au

géranyllinalyl diphosphate (GLPP) (D2), Figure 20). Après hydroxylation de la

position 4 (voir section 2.2.2), le GLPP (D2) pourrait finalement être le précurseur

commun des tiglianes et des lathyranes (Figure 21).40 L’attaque électrophile sur

l’une ou l’autre des faces de la double liaison terminale génère :

— Un composé (D3) possèdant une double liaison 6-7 de configuration (E) dont

le cyclopropane est orienté en α et qui après formation du cyclopentane donne

un squelette tricyclique insaturé en positions 5 et 12 possèdant une configu-

ration typique des lathyranes (D4).

— Un composé (D5) possédant une double liaison 6-7 de configuration (Z) dont

le cyclopropane est orienté en β et qui, après formation du cyclopentane et
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oxydation de la position 13 (D6), peut former le squelette tigliane (D7).

La voie D permet donc d’expliquer la formation de la liaison 8-14 et l’hydroxylation

de la position 13 des tiglianes ainsi que l’hydroxylation opposé de la jonction de

cycle A,B entre les tiglianes et les lathyranes.

Les ingénanes

Pour les ingénanes tels que l’ingénol, qui ne possèdent pas de groupement hy-

droxyl en position 13, la migration du cyclopropane pourrait être déclenchée par

la formation d’un ion oxonium en C-13 (Figure 22). Contrairement aux tiglianes,

le cation C-9 ne serait pas neutralisé par l’eau mais par une hybridation 1,2 me-
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nant au cation D8. Celui-ci subirait ensuite un expansion de cycle médiée par un

réarrangement 1,2-alkyl, conduisant au cation ingényl (D9).17 Une étude détaillé du

réarrangement des tiglianes en ingénane pendant la synthèse totale de l’ingénol de

Baran a mis en évidence l’importance de la présence du groupement hydroxyle en C-

9 pour surmonter la barrière thermodynamique qu’implique la réaction, Il est donc

improbable que les lathyranes (non fonctionalisés en position 9) soit des précurseurs

directs des ingénanes.41

Les rhamnofolanes

Finalement l’oxydation de D6 en C-16 (numérotation tiglianes) pourrait déclen-

cher un mode d’ouverture du cyclopropanes différent formant le cycle C typique des

rhamnofolanes via l’attaque du côté opposé du C-8 cyclopropylique par la double

liaison (Figure 23).17

Les daphnanes

Les daphnanes sont des molécules caractérisée par un tricycle 5/7/6 qui déri-

verait du squelette tigliane par ouverture du cyclopropane. Ils sont souvent très

fonctionnalisés et principalement isolés sous forme d’orthoester.42
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Chapitre 3

Intérêts des diterpènes

macrocycliques

Les sumériens et les akkadiens connaissaient les propriétés toxiques d’E. helio-

sopa et les propriétés médicinales de l’"euphorbium" (gomme provenant d’ E. resini-

fera) sont documentées par dans les ouvrages d’Hippocrate, Galien et Dioscoride.43

Au 18ème siècle, Carl Linnée décrit le genre Euphorbia et ses indications dans le

traitement des affections de la peau et comme purgatif gastro-intestinal. Plus tard,

l’intérêt des DM d’Euphorbiaceae bio-actifs a débuté avec l’isolement et la caractéri-

sation d’esters de phorbol provenant de C. tiglium puis des activités anti-tumorales

des DM isolés de E. esula.43,44 Récemment, la découverte de l’ingénol mébutate

(Picato R©), un DM isolé d’ E. peplus, a stimulé la recherche de nouveaux DM d’

Euphorbiaceae. Un aperçu des nombreuses propriétés des DM est présenté dans ce

chapitre.45

3.1 Activité anti-"Multi-Drug-Resistance"

MDR désigne un phénomène au cours duquel la résistance à un médicament

s’accompagne de résistances à différentes classes de médicaments. Le développement

33



34 CHAPITRE 3. INTÉRÊTS DES DITERPÈNES MACROCYCLIQUES

Figure 25 – Euphorbia lagascae49

de la MDR est une des premières causes d’échec des traitements anti-tumoraux, anti-

bactériens et anti-fongiques. Le mécanisme principal de la MDR est la surexpression

des glycoprotéines P (Pgp) dans la membrane plasmique des cellules résistantes.

Les Pgp sont des protéines transmembranaires d’efflux appartenant

à la super-famille des transporteurs ABC. Ces pompes énergie-

dépendantes provoquent la diminution de la concentration intra-

cellulaire des xénobiotiques et induisent la résistance de la cellule

au traitement.46–48

Une des stratégies les plus étudiées pour surmonter la MDR est la co-administration

d’agents permettant de restaurer l’efficacité des molécules thérapeutiques. Un nombre

considérable de réverseurs de la MDR ciblant les Pgp ont été décrits. Cependant,

malgré des résultats encourageants in vitro, aucun n’est commercialisé à ce jour du

fait de leur manque de spécificité (e.g. verapamil et cyclosporine), de leur toxicité

(e.g. zosuguidar et tariquidar) ou de leurs mauvaises biodisponibilités (e.g. dexve-

rapamil et elacridar).50
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Ces dernière années, la recherche de substances naturelles modulatrices de la

MDR a permis de mettre en évidence la capacité des DM à restaurer la sensibi-

lité des cellules MDR aux agents cytotoxiques (Figure 26).51 Les lathyranes et les

jatrophanes sont les plus représentés. Ces deux genres structuraux possèdent des

systèmes cycliques 5/12 et 5/11/3, respectivement, et sont généralement substitués

par de nombreux groupement acyles. Les "euphorbia factor" L7a et L2 isolés d’E.

lathyris montrent un taux de réversion de la résistance 5 fois supérieur au composé

de référence, le verapamil.52 Les latilagascenes G, H et I, provenant d’ E. lagascae

(Figure 25) et d’un ester de jatrophane, l’euphotuckeyanol, isolé d’ E. tuckeyana,

possèdent des interactions synergiques avec l’épirubicine in vitro. Des travaux ré-

cents montrent également que certains esters de jatrophanes peuvent inhiber des

transporteurs impliqués dans l’efflux des antifongiques chez Candida albicans.53,54

Dernièrement des études approfondies de structure-activité des lathyranes et des

jatrophanes ont permis d’élaborer des composés anti-MDR prometteurs dont l’hy-

drophobie constitue une caractéristique clé.50

3.2 Activité modulatrice des PKCs

Les phorboïdes possèdent des propriétés irritante et pro-tumorale lié à leur ca-

pacité à moduler l’activité des protéines kinases C (PKCs).

Les PKCs constituent une superfamille de protéines de type sérine-

thréonine kinase qui jouent un rôle central dans la transduction

de signaux cellulaires. Elles régulent de nombreuses fonctions des

cellules telles que leur croissance, leur différenciation et l’apoptose.

Physiologiquement, elles sont activées par le calcium et le diacyl-

glycérol (DAG). Les PKCs sont consitutés de quatre domaines (C1

à C4) parmi lesquels C1 joue un rôle crucial dans l’activation des

PKCs en liant le DAG.55
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Figure 26 – Exemple de molécules inhibitrices de la MDR

3.2.1 Le TPA

Le 12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate ou TPA est un diester de phorbol isolé

de C. tiglium. Sa chaîne tétradécacanoate, mime les chaînes grasses du DAG faisant

du TPA un puissant agoniste des PKCs et un puissant promoteur de tumeur (Figure

27).

Durant les années 1990, des études ont montré que le TPA stimulait la réplica-

tion du virus de l’immunodéficience humaine (VIH) tout en inhibant la formation

des virions.56,57 Ces constatations d’apparence contradictoire sont en fait dues à l’ac-

tivation des PKC par le TPA (IC50 anti-VIH-1 = 1 nM) qui a deux conséquences

principales :

— la diminution de la population des récepteurs CD4, des protéines membra-

naires nécessaires à l’infection des cellules saines et à la production de nou-

velles particules virales.
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— l’activation de la voie NF-κB induisant l’acétylation des histones et donc la

transcription du génome viral latent.58,59

C’est ainsi qu’est née la stratégie "kick and kill" consistant à supprimer les réservoirs

viraux latents en évitant l’infection des cellules saines tout en éliminant le virus

circulant.

3.2.2 La prostratine

Le 12-déoxyphorbol-13-acétate ou prostratine (Figure 27), est un tigliane ana-

logue du TPA isolé pour la première fois de Pimelea prostrata (Thymelaeaceae) puis

d’Homalanthus nutans (Figure 28).60 Malgré une IC50 anti-VIH-1 ( 1,3 µM) envi-

ron mille fois supérieure, la prostratine possède le même mécanisme d’action que le

TPA mais n’exerce pas d’effet pro-tumorale.59,61 Ce profil toxicologique intéressant,

lui a valu d’entrer en phase clinique en 2014 pour le traitement du VIH.62 Toutefois

aucune information n’est disponible sur l’avancée des études. D’autre part, le TPA

et la prostratine possèdent également des propriétés inhibitrices de la réplication du

virus du chikungunya (CHIKV) bien que ce virus soit totalement différent du VIH.63

3.2.3 Autres squelettes antiviraux

D’autres squelettes de DM agonistes des PKCs non tumorigènes ont également

été étudiés pour leur activité inhibitrice de la réplication du VIH-1 ; c’est le cas des

lathyranes de E. lactea et E. laurifolia ou encore des jatrophanes de E. hyberna

dont le SJ23B est dix fois plus puissant que la prostratine.64 Toutefois, des travaux

non publiés et menés à l’ICSN suggèrent que cette substance n’était pas pure et

que l’activité pourrait être due à des esters de déoxyphorbols résiduels. Récemment,

la capacité à inhiber la réplication du CHIKV et du VIH par d’autres tiglianes et

ingénanes a été démontrée à des concentrations nanomolaires. Une relation linéaire

entre les résultats des deux tests a permis d’émettre l’hypothèse selon laquelle les
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Figure 27 – Exemple de DM modulateurs des PKCs

PKCs sont impliquées dans le cycle de réplication du CHIKV.65 De la même manière

des daphnanes orthoesters ont montré des activités inhibitrices du CHIKV et du

virus de la Dengue à des concentrations micromolaires.66 Les DM peuvent donc être

un bon point de départ pour l’élaboration de nouveaux médicaments antiviraux.

3.2.4 L’ingénol mébutate

Les ingénanes sont des phorboïdes possèdant des propriétés pro-inflammatoires et

induisant la différenciation cellulaire. D’un point de vue structural, ils se rapprochent

des esters de phorbol. Cependant, le cyclohexane est remplacé par un cycloheptane

suite à un réarrangement intramoléculaire, et la position de certains esters peuvent

être différentes. Le chef de file de cette classe de composés est l’ingénol mébutate

isolé d’E.peplus (Figure 27).68 Son profil pro-inflammatoire dénué d’effet promoteur

de tumeur lui a valu d’être le sujet d’études approfondies mettant en évidence son

pouvoir inducteur de l’apoptose dans les tumeurs de la peau. L’effet pro-apoptotique

causé par l’activation des PKCs, associé au recrutement des neutrophiles lors de
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Figure 28 – Homalanthus nutans67

l’application cutanée, conduit à une nécrose du tissu puis à sa guérison (Figure

30).45,69 À l’heure actuelle l’ingénol mébutate est commercialisé sous le nom de

Picato en Europe et aux Etats-Unis où il est indiqué dans le traitement des kératoses

actiniques.55

3.2.5 l’EBC 46

L’EBC 46 est un tigliane isolé des baies de Fontainea picrosperma, une Eu-

phorbiacae autralienne. Chez des modèles de tumeurs solides murines, l’injection

intra-tumorale d’EBC 46, provoque une nécrose hémorragique PKC-dépendante ra-

pide menant à une guérison complète. La société QBiotics, dépositaire du brevet,

conduit actuellement des études cliniques de phase I et II chez l’Homme sur des

patients atteints de mélanomes, carcinomes à cellules squameuses, carcinomes à cel-

lules basales, et adénocarcinomes du sein. QBiotics mène également des études chez

le chat, le chien et le cheval pour le traitement de tumeurs solides inopérables. La

société prévoit ainsi de commercialiser des préparations topiques et injectables pour

le secteur vétérinaire.71
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Figure 29 – Croton tiglium L.70

Figure 30 – Mécanisme d’action de l’ingénol mébutate.55
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3.3 Autres activités

La résiniferatoxine un DM à squelette daphnane isolé d’Euphorbia resinifera est

un activateur de TRPV1, un récepteur ionotropique impliqué dans la perception

de la douleur. Il s’agit donc d’une molécule intéréssante pour le développement

d’analgésique à longue durée d’action.72

De nombreux DM possédant des squelettes carbonés variés (e.g. casbane, ingé-

nane, tigliane, lathyrane, myrsinane, et jatrophane) ont des effets antiprolifératifs

modérés à élevés sur différentes lignées de cellules cancéreuses humaines (e.g. leu-

cémie myéloïde chronique ; carcinomes gastrique, pancréatique, du poumon...). Cer-

tains d’entre eux possèdent des activités cytotoxiques tandis que d’autres induisent

l’apoptose : différents mécanismes d’action ont été proposés :

— inhibition de la topoisomérase II

— de la synthèse de l’ADN

— modulation des PKC

— induction de l’apoptose soit par l’inhibition de IL-6 et STAT3 ou par l’inhi-

bition de la voie de signalisation de NF-κB9

Sur des modèles in vitro de vasoconstriction, certains lathyranes possèdent égale-

ment la capacité à relaxer le muscle lisse de façon comparable à celle du verapamil.73

Des myrsinanes et pré-myrsinanes ont démontré des activités neuroprotectrices in vi-

tro et certains DM possèdent des propriétés immunomodulatrices, anti-bactériennes

et pesticides.9,74
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Deuxième partie

Travaux personnels : étude

phytochimique de Sandwithia

guyanensis
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Chapitre 1

Description et intérêt de

S.guyanensis

1.1 Le genre Sandwithia

S.guyanensis est une Crotonoideae appartenant à la tribu des Aleuritideae. Les

Crotonoideae se distinguent des autres groupes par des filaments staminaux infléchis.

La plupart des espèces sont lépidotes, caractérisées par une inflorescence thyrsoïde

et possèdent des laticifères non articulés produisant un latex clair, rougeâtre ou

jaune.75

Le genre Sandwithia est très peu décrit, il est représenté par deux espèces, S.

heterocalyx et S.guyanensis, cette dernière ayant été décrite pour la première fois

en 1932 par le botaniste hollandais Joseph Lanjouw. Celui-ci inaugura par la même

occasion un nouveau genre qui porte le nom du collecteur, son collègue, le botaniste

britannique Noël Yvri Sandwith.76,77 Il s’agit d’un arbre d’environ 6 m poussant dans

les forêts équatoriales d’Amérique du sud. Les fleurs mâles, de couleurs blanches

sont constituées de 2 ou 3 sépales et de 4 pétales. Les fleurs femelles, vertes, sont

tétramères et apétales (Figures 31 et 32). Le fruit est vert, triloculaire typique des

Euphorbiaceae.
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Figure 31 – Inflorescence de S. guyanensis

Figure 32 – Fleur femelle sans pétale de S. guyanensis

1.2 Activité antivirale de l’extrait de S.guyanensis

Lors du criblage sur la réplication du virus du chinkungunya, l’extrait d’écorce de

S. guyanensis a démontré une des concentrations efficaces médianes les plus faibles

(i.e. 7.9 µg /mL). Cette plante a été étudiée par Jacobs en 1987, cependant cette

étude ne s’est limitée qu’à l’isolement d’une seule molécule : l’acide cypérenoïque.78

L’activité antivirale de l’extrait et le très faible nombre d’espèces de ce genre, associés

aux avancées récentes en matière de techniques séparatives et d’analyse structurale,

ont permis de réaliser une étude phytochimique plus complète.



Chapitre 2

Les diterpènes de S.guyanensis

L’analyse des composés (17 nouveaux et 2 connues) a permis de caractériser

6 squelettes différents. Pour chaque série chimique, l’analyse d’un chef de fil sera

d’abord détaillée puis complétée par des observations marquantes notées lors de

l’élucidation structurale des analogues. Les descriptions sont volontairement courtes

car elles s’appuient sur des données cristallographiques.

2.1 Extraction et purification

L’extrait acétate d’éthyle (AcOEt) de l’écorce broyé de S. guyanensis a été solu-

bilisé dans l’acétonitrile (ACN) puis partitionné avec du n-heptanes afin d’obtenir

un extrait ACN délipidé. Le fractionnement de cet extrait par chromatographie

flash sur silice a donné 19 fractions. Les fractions F3 à F5, F10, F11 et F13 à F15,

ayant montré les activités anti-CHIKV les plus fortes (0,6 < EC50< 8 µg /mL) et la

fraction inactive F6, ont été séquentiellement purifiées par HPLC semi-préparative

et/ou analytique, afin d’obtenir les composés 1 à 19. L’élucidation structurale des

ces composés a été menée par une analyse détaillée des données de résonance magné-

tique nucléaire (RMN) et de spectrométrie de masse, et les configurations absolues

des composés 1, 3, 4 à 6 et 12 ont été confirmées par radiocristallographie.
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2.2 Caractérisation structurale

2.2.1 Composés 1 à 3

Le spectre de masse HRESIMS(+) du composé 1 a montré un ion sodium

[M+Na]+ à m/z 325,1422 correspondant à la formule brute C18H22O4. L’analyse

des spectres de RMN 1D et 2D a permis de proposer une structure de type phénan-

thrénoïde proche de la domohinone avec comme différence l’absence de carbonyle en

position 7 (δC 30,1 ; δH 2,88 2H), et un groupe méthoxyle en position 13 (δC 56,2 ;

δH 3,89) (Tableau II, Figure 34, Annexe B : Figure 50).79 La position relative des

substituants a été déterminée selon les corrélations observées en NOESY.

Le spectre de masse HRESIMS (+) du composé 2 a révélé un ion moléculaire pro-

toné [M+H]+ à m/z 289,1440 correspondant à la formule brute C17H21O4. L’analyse

des données spectroscopiques a permis d’affirmer que 2 est un analogue de 1 dont

le groupement méthoxyle est remplacé par un hydroxyle (Annexe B : Figure 51).

La configuration relative de 2 a été assignée sur la base du spectre NOESY (nuclear

overhauser effect spectroscopy) et de la comparaison des données spectroscopiques

de 1 et de la domohinone.

Le formule brute du composé 3 a été déterminée par HRESIMS (+)([M+H]+

m/z 303,1601) comme étant C18H22O4. Les données de RMN 1H et 13C ont permis

de montrer que 3 est un analogue de 1 et 2. Par comparaison avec 1 et 2, la

présence d’un groupement acide carboxylique en position 15 a été confirmée par des

corrélations HMBC (heteronuclear multi-bond connectivity) entre un carbonyle (C-

15, δC 173,1) et les protons H-11 et H-14 et entre un proton déblindé (H-15, δH 10,10)

et les carbones C-12, C-13 et C-14. Des HMBC entre ce proton et les carbones C-12,

C-13 et C-14 ont rendu possible la localisation du carboxyle en position 13 (Annexe

B : Figure 52, et Annexe C : Figure 67). L’obtention d’un cristal et son analyse

par RX a donné accès à la configuration absolue des deux centres asymétriques en

positions 5 et 10 (Figure 35).
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Tableau II – Données RMN 1H des composés 1, 2 et 3 (500 MHz, CDCl3).
no. 1 2 3
1α 6.64, d (2.6) 6.62, d (2.6) 2.46, ddd (13.5, 7.5, 4.5)
1β - - 1.97, ddd (13.5, 10.0, 7.5)
2α - - 2.60, ddd (16.0, 7.5, 4.2)
2β - - 2.72, ddd (16.0, 10.0, 7.5)
3 4.04, s 4.04, s -
5 2.59, m 2.58, ddd (13.0, 3.5, 3.5) 1.90, dd (12.0, 2.5)
6α 2.13, m 2.10, dtd (13.0, 3.5, 3.5) 1.84, m
6β 1.63, m 1.60, dtd (13.0, 12.5, 5.2) 1.80, ddd (12.0, 12.0, 6.0)
7α 2.88, m 2.84, m 2.82, ddd (16.5, 12.0, 7.0)
7β - - 2.97, ddd (16.5, 5.4, 1.5)
11 7.22, s 7.22, s 7.62, s
14 6.65, s 6.73, s 6.90, s
15 - - -
18 1.31, s 1.29, s 1.18, s
19 0.79, s 0.78, s 1.15, s
20 - - 1.31, s
12-OMe 3.92, s 3.91, s -
13-OMe 3.89, s - -
3-OH 3.84, sl 3.85, sl -
13-OH - 5.96, sl -
15-OH - - 10.10, s

2.2.2 Composés 4 à 7

Le spectre HRESIMS (+) du composé 4 indique un adduit sodium [M+Na]+ à

m/z 371,1840 correspondant à la formule brute C20H28O5 soit 7 équivalents d’insatu-

ration. On peut déduire de l’analyse des données RMN la présence de 20 carbones : 5

méthyles, 2 carbonyles, 5 carbones quaternaires (dont 2 éthyléniques), 6 méthines (3

oxygénées) et 2 méthylènes (Figure 2.2.2, Tableaux III et VII, Annexe B : Figure 53).

Ces éléments associés aux données de la littérature ont mené à l’identification d’un

squelette tétracyclique proche de l’euphoractine B.80 Cependant, aucun groupement

cinnamoyl n’a été détecté. Les systèmes de spin observés en COSY (correlation spec-

troscopy) (H-1/H-2/H-16 et de H-7 à -H12) ont suggéré que les positions 1 (δH 5,14)

et 12 (δH 4,05) étaient hydroxylées (Annexe C : Figure 68). L’obtention et l’analyse

d’un cristal par RX a permis de confirmer la structure de 4 et de déterminer sa

configuration absolue. (Figure 37)
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Un adduit sodium [M+Na]+ à m/z 355,1886 sur le spectre HRESIMS (+) du

composé 5 a permis de lui attribuer la formule brute C20H28O4, soit un oxygène de

moins que le composé 4. Les données de RMN 1D et 2D ont montré que 5 différait de

4 par le remplacement du OH-1 par un méthylène (δC 31,8 ; δH 2,44, 2,80) (Annexe

B : Figure 54). La configuration absolue de 5 a été déterminée par NOESY et analyse

d’un cristal par diffraction des RX.

Le spectre HRESIMS (+) du composé 6 révèle un adduit sodium [M+Na]+

357,2045 m/z correspondant à la formule brute C20H30O4. La perte d’un equiva-

lent d’insaturation associé à l’oxyméthine additionnelle observée par RMN du 13C

et HSQC (heteronuclear single quantum coherence) suggère le remplacement d’un

carbonyle par un groupement hydroxyle. L’HMBC entre H-16 et un carbone à δC

83,1 a confirmé la présence d’un hydroxyle en position 3 (Annexe B : Figure 55 et

Annexe C : Figure 69). De la même manière que pour 5, la configuration absolue a

été obtenue par analyse cristallographique.

Les données de HRESIMS (+) et de RMN montrent que le composé 7 possède

la même masse moléculaire ([M+Na]+ 371,1837 m/z) et la même structure que 4

à l’exception de la constante 3JH-1/H-2 qui est de 6,0 Hz chez 4 au lieu de 2,6 Hz

chez 7 (Annexe B : Figure 56). Ces valeurs sont similaires à celles observées pour

5 (3JH-1α/H-2 = 6,4 Hz, 3JH-1β/H-2 = 2,2 Hz) dont la configuration a été obtenue

par cristallographie et à celles rapportées pour la lagaspholone A (3JH-1α/H-2 = 6,5

Hz, 3JH-1β/H-2 = 2,0 Hz) et la curcusone A (3JH-1α/H-2 = 6,8 Hz, 3JH-1β/H-2 = 2,3

Hz), suggérant la configuration trans de la liaison 1-2. En comparant les données de

RMN du composé 7 à celles de 4, 5 et 6, il est possible de déduire que le Me-17

de 7 est orienté en β.81,82 Ainsi, l’observation d’interactions NOE entre H-1 et les

Me-16 et Me-17 ont permis d’assigner l’orientation α à l’OH-1 et l’orientation β au

Me-16 (Annexe C : Figure 70).
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Tableau III – Données RMN 1H des composés 4 à 7 (500 MHz, MeOD (4), CDCl3 (5 à 7).

no. 4 5 6 7
1α 5,14, d (6,0) 2,80, ddd (19,0, 6,4, 3,5) 2,10, m 4,82, sl
1β - 2,44, ddd (19,0, 2,7, 2,2) 2,59, m -
2α 2,59, dq (6,0, 7,4) 2,60, qdd (7,3, 6,4, 2,2) 2,15, q (7,0) 2,52, qd (7,5, 2,6)
3 - - 4,55, d (7,0) -
5 4,53, s 4,66, dd (3,0, 3,0) 4,53, s 4,70, sl
7α 1,77, m 1,73, dd (13,5, 12,5) 1,71, dd (14,2, 12,5) 1,71, dd (13,5, 12,5)
7β 2,04, dd (14,4, 7,0) 2,10, dd (13,5, 7,0) 1,95, dd (14,2, 7,0) 2,10, dd (13,5, 7,0)
8α 1,79, m 1,80, ddd (14,6, 7,4, 7,0) 1,79, ddd (14,6, 7,5, 7,0) 1,81, dd (14,7, 7,5, 7,0)
8β 1,04, m 0,99, ddd (14,6, 12,5, 11,0) 0,99, ddd (14,6, 12,5, 11,0) 0,97, m
9 0,82, m 0,77, ddd (10,5, 9,5, 7,0) 0,74, ddd (11,0, 9,0, 7,5) 0,76, m
11 0,56, dd (9,4, 9,4) 0,57, dd (9,5, 9,5) 0,55, dd (9,6, 9,0) 0,53, dd (9,4, 9,4)
12 4,05, d (9,4) 4,01, d (9,0) 3,94, d (9,0) 4,02, d (9,0)
16 1,14, d (7,0) 1,26, d (7,5) 1,20, d (7,0) 1,30, d (7,5)
17 0,87, s 0,88, s 0,84, s 0,87, s
18 1,10, s 1,12, s 1,10, s 1,10, s
19 1,13, s 1,13, s 1,10, s 1,12, s
20 1,37, s 1,38, s 1,40, s 1,37, s
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2.2.3 Composés 8 à 11

Le spectre HRESIMS (+) de 8 montre un adduit sodium [M+Na]+ à m/z

371,1841 correspondant à la même formule brute que 4, C20H28O5. Cependant, des

HMBC de H-18 et H-19 vers C-9, C-10 et C-11 ainsi qu’un système de spin de H-7 à

H-11 observé en COSY révèle une structure tétracyclique 5/6/6/4 proche de celles

isolées de E.micractina (Annexe C : Figures 71 et 72).80 La configuration relative de

8 à été établie grâce à l’analyse des effets NOE . Comme pour l’euphoractine A et

ses analogues, Me-18 et Me-19 ont été assignés en α et en β respectivement.83 Ainsi,

les corrélations croisées H-19/H-12, H-12/H-17, H-17/H-1 et H-1/H-16 indiquent

l’orientation β de H-12, Me-17 et Me-16 et l’orientation α de OH-1. Tandis que

les corrélations H-18/H-11, H-11/H-9, H-20 et H-20/H-5 ont permis de déterminer

l’orientation β de OH-11 et OH-5 et l’orientation α de H-9 et Me-20 (Figures 38 et

39, Tableaux IV et VII, Annexe B : Figure 57, Annexe C : Figure 73).

Comme le montrent les données de spectrométrie de masse et de RMN, le com-

posé 9 possède la même structure que 8 (m/z 371,1854, C20H28O5). Cependant,

l’augmentation de la constante de couplage 3JH-1/H-2 de 2,0 Hz (8) à 6,0 Hz (9)

suggère que la liaison 1-2 possède une configuration cis chez 9 (Annexe B : Figure

58). Cette hypothèse est appuyée par une forte corrélation H-1/H-2 observée sur le

spectre de NOESY. Par comparaison aux RMN de 4, 5, et 6, le Me-17 est orienté en

β. Ainsi les effets NOE entre H-1 et H-17 indiquent que Me-16 et OH-1 sont orientés

en α (Annexe C : Figure 74).

Le spectre HRESIMS (+) du composé 10 montre un adduit sodium [M+Na]+

à m/z 357,2061 correspondant à la formule brute C20H30O4. L’analyse des spectres

de RMN 1D et 2D révèle une structure similaire à celles de 8 et 9. Néanmoins, les

correlations H-1/H-2/H-16 et H-2/H-3 observées sur le spectre 1H-1H COSY et les

informations issues du spectre HMBC, montrent la présence d’une oxyméthine en

position 3 (δC 83,7 ; δH 4,61) et d’un méthylène en position 1 (δC 34,4 ; δH 2,66,

2,03, 2H) (Annexe B : Figure 59 et Annexe C : Figure 75).
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Figure 38 – Structures des composés 8 à 11. Corrélations COSY (gras) et HMBC
(noir) clés des composés 8 et 9.

Figure 39 – Effets NOE clés du composé 8.

Le composé 11 de formule brute C22H30O6 ([M+Na]+ m/z 413,1944),correspond

à l’analogue acétylé en position 5 du composé 8.La position du groupement acétyle

est déduite de l’observation d’une HMBC entre H-5 et trois protons à 2,17 ppm et

le carbone de l’ester carboxylique à 170,9 ppm.(Annexe B : Figure 60 et Annexe C :

Figure 76)

2.2.4 Composés 12 à 17

Le composé 12 dont le spectre HRESIMS (+) indique un adduit sodium [M+Na]+

à m/z 341,2096 correspondant à la formule brute C20H30O3, possède des carac-

téristiques structurales proches de la jatrointelone A, un lathyrane isolée de J.
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Tableau IV – Données RMN 1H des composés 8 à 11 (500MHz CDCl3)
no. 8 9 10 11
1α 4,76, d (2,0) 5,20, d (6,0) 2,66, ddt (15,8, 7,5, 1,9) 4,75, dd (2,5,

2,5)
1β - - 2,03, ddt (15,8, 7,5, 2,6) -
2 2,54, qd (7,5,

2,0)
2,74, qd (7,5,
6,0)

2,17, qd (7,5, 6,0) 2,48, qd (7,5,
2,5)

3 - - 4,61, dd (7,1, 1,7) -
5 4,78, sl 4,75, sl 4,64, sl 6,05, sl
7α 1,57, m 1,58, m 1,55, m 1,49, m
7β 1,88, m 1,88, m 1,72, brd (13,5) 1,59, m
8α 1,42, m 1,42, m 1,43, tdd (12,3, 12,3, 4,1) 1,52, m
8β 1,54, m 1,54, m 1,51, m 1,39, m
9 1,13, m 1,13, m 1,10, m 1,14, m
11 3,52, d (8,5) 3,52, d (8,5) 3,48, d (8,0) 3,54, d (8,3)
12 2,09, dd (13,0,

8,5)
2,09, dd (13,0,
8,5)

1,97, dd (13,0, 8,5) 2,06, dd (13,0,
8,3)

16 1,31, d (7,5) 1,23, d (7,5) 1,22, d (7,0) 1,28, d (7,0)
17 0,99, s 1,00, s 0,95, s 1,03, s
18 1,11, s 1,12, s 1,10, s 1,11, s
19 1,08, s 1,08, s 1,06, s 1,07, s
20 1,22, s 1,19, s 1,20, s 1,31, s
5-OAc 1,03, s

2,17, s
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integerrima.84 Toutefois, l’analyse par RMN indique l’absence de la double liaison

12-13. De plus, le système de spin H-1/H-15/H-4/H-5 observé sur le spectre 1H-1H

COSY révèle la présence de 2 méthines sp3 en positions 4 et 15 dont la constante

de couplage (3JH-4/H-15 = 2,5 Hz) et l’absence d’effet NOE évoquent une jonction

de cycle de configuration trans. (Annexe B : Figure 61 et Annexe C : Figure 77).

L’obtention d’un cristal et son analyse par RX a permis de confirmé la configuration

absolue de 12 (Figures 40 et 2.2.4, Tableaux V et VII).

Le spectre HRESIMS (+) du composé 13 révèle un pic moléculaire [M+H]+ à

m/z 331,1933 correspondant à la formule brute C20H27O3. L’analyse des spectres de

RMN 1D et 2D a permis de proposer un structure similaire a celle de la jatrointelone

C avec comme principales différences la présence d’une oxyméthine (δC 75,9 ; δH

4,69) et d’un carbonyle (δC 205,8) en positions 1 et 3, respectivement (Annexe B :

Figure 62 et Annexe C : Figure 78).84 La configuration relative de 13 a été établie

par comparaison des données de RMN 1D et de NOESY avec celle de la jatrointelone

C.

Le spectre HRESIMS (+) du composé 14 montre un pic moléculaire [M+H]+ à

m/z 333,2069 qui correspond à la formule brute C20H38O4 et suggère la réduction

d’une double liaison par comparaison au composé 13. L’HMBC entre H-20 et deux

carbones sp3 (δC 26,7 et 44,2) indiquent que C-12 et C-13 sont reliés par une simple

liaison (Annexe B : Figure 63 et Annexe C : Figure 79). L’analyse des données de

NOESY et la comparaison aux données précédemment décrites (composés 12, 13 et

jatrointelone C) ont permis de déterminer la configuration relative du composé 14.

Le spectre HRESIMS (+) du composé 15 révèle un pic moléculaire [M+H]+ à

m/z 335,2222 correspondant à la formule brute C20H30O4. L’analyse des spectres

de RMN 1D et 2D a permis de proposer une structure similaire à celle de 13 avec

comme principales différences, la présence d’un méthylène (δC 31,1 ; δH 2,08, 2,32 2H)

en position 5 signifiant l’ouverture de l’époxyde et la présence de deux méthines en

position 4 (δC 54,1 ; δH 2,32) et 15 (δC 54,6 ; δH 3,59) indiquant l’absence de la double
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liaison en C-4/C-15 observée chez 13 (Annexe B : Figure 64). Par comparaison avec

le composé 12, la corrélation NOESY H-4/H-15 et la constante de couplage 3JH-4/H-15

de 13,0 Hz suggère la configuration cis de la jonction de cycle (Annexe C : Figure

81). Ce composé constitue une réelle curiosité. C’est en effet la première fois qu’une

jonction de cycle A/B cis est observé chez les lathyranes dont il existe environ une

centaine d’analogues (jatrophanes inclus).
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Tableau V – Données RMN 1H des composés 12 à 17 (500MHz CDCl3)
no. 12 13 14 15
1 7,07, sl 4,69, d (1,5) 4,58, d (2,0) 4,06, dd (9,4, 9,4)
2 - 2,46, qd (7,5, 1,5) 2,46, ddd (14,8, 7,5, 2,0) 2,34, m
4 3,10, ddd (7,5, 2,5, 1,5) - - 2,32, d
5α 2,09, d (15,0) 3,64, s 3,77, s 2,08, dd (10,0, 1,9)
5β 1,52, dd (15,0, 7,0) 1,62, dd (15,6, 5,5)
7α 1,42, m 2H 1,14, m 2,36, ddd (13,5, 6,0, 1,0) 1,43, m
7β 2,35, dd (13,0, 12,0) 1,31, dd (13,5, 13,5) 1,43, m
8α 1,42, m 1,14, m 1,82, ddd (15,0, 6,0, 1,0)
8β 0,49, d (11,0) 1,30, m 0,98, m 0,61, ddd (13,0, 12,5, 11,0)
9 0,28, dd (9,5, 9,5) 1,43, m 015, dd (9,0, 9,0) 0,99, ddd (12,5, 8,6, 3,4)
11 0,59, dd (11,0, 9,5) 1,65, dd (11,0, 8,0) 0,53, ddd (10,0, 9,0, 4,8) 1,35, dd (9,7, 9,3)
12α 1,99, ddd (15,3, 5,6, 1,6) 6,04, d (11,0) 2,08, ddd (15,0, 10,0, 4,5) 5,54
12β 1,71, ddd (15,0, 12,0, 3,0) - 1,16, m -
13 3,14, m - 3,18, m -
15 3,83 td (2,5, 2,5) - - 3,59, ddd (13,0, 9,4, 5,5)
16 1,78, s 1,21, d (7,5) 1,24, d (7,5) 1,20, d (7,0)
17 1,21, s 1,26, s 1,27, s 1,16, s
18 0,99, s 1,22, s 0,99, s 1,11, s
19 0,83, s 1,11, s 0,87, s 1,16, s
20 1,22, d (7,0) 2,02, s 1,13, d (7,0) 2,07, s
1-OH 4,61, sl - -
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Figure 40 – Structures des composés 12 à 15 et des jatrointelones A et C. Corré-
lations COSY (gras) et HMBC (noir) clés du composé 15.

Les données de HRESIMS (+) ont permis de déterminer la formule brute du

composé 16 ([M+H]+ m/z 333,2069, C20H26O3), dont la structure rappelle celle

des jatropholanes. Les spectre de RMN 1D et 2D ont permis de confirmer que 16

était le dérivé hydroxylé en position 1 du sikkimenoïde A (Annexe B : Figure 65).85

La configuration relative de 16 a été élucidée par l’analyse des effets NOE et la

comparaison des déplacements chimiques et constantes de couplage observés sur les

spectres RMN 1H et 13C avec ceux du sikkimenoïde A (Figures 42 et 43, Tableaux

VI et VII).

Le composé 17 montre un aduit sodium en HRESIMS (+) ([M+Na]+ m/z

371,1832) correspondant à la même formule brute que 4, 8 et 9 (C20H28O5). Toute-

fois, l’élucidation structurale par RMN révèle un tricycle 5/6/8 typique des euphac-

tines isolées de E.micractina.86 Contrairement à l’euphactine A, aucun groupement

benzoyle n’a été détecté chez 17 qui est hydroxylée en position 1 (δC 73,7, δH 4,85).

Des HMBC entre H-5 et deux carbones sp2 (δC156,3, 147,5) indique une insatu-

ration entre C-4 et C-15. La configuration relative du composé 17 a été obtenue

par l’analyse des corrélations NOESY et par comparaison aux données disponibles
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Figure 41 – Vue ORTEP du composé 12 obtenue par cristallographie et effets NOE
clés du composé 15
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Figure 42 – Structures et corrélations COSY (gras) et HMBC (noir) clés du com-
posé 16.

Figure 43 – Effets NOE clés du composé 16.
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Figure 45 – Effets NOE clés du composé 17.

concernant les euphactines (Figures 44 et 45, Tableaux VI et VII, Annexe B : Figure

66 et Annexe C : Figure 80).
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Tableau VI – Données RMN 1H des composés 12 à 17 (500MHz CDCl3)
no, 16 17
1 4,86, d (2,5) 4,85, d (2,5)
2 2,45, m 2,57, qd (7,5, 2,5)
5 3,24 dl (9,0) 4,58, sl
7α 2,54, dd (12,5, 5,5) 2,08, dd (15,8, 11,3)
7β 2,26, dd (13,0, 12,5) 1,19, dd (15,8, 7,0)
8α 2,21, m 1,49, m
8β 0,93, m 1,43, m
9 0,88, m 3,34, dd (10,5, 2,5)
11 0,56, dd (9,8, 9,2) 5,48, d (17,0)
12α 1,41, dd (19,2, 12,5) 5,83, d (17,0)
13 2,44 m -
16 1,28, d (7,8) 1,33, d (7,5)
17 4,71, d (9,0) 4,04, d (14,4) 0,93, s
18 1,11, s 1,26, s
19 0,92, s 1,05, s
20 1,15, d (6,7) 1,30, s
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Tableau VII – Données RMN 13C des composés 1 à 17 (125 MHz, MeOD (4), CDCl3)
no. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
1 115,4 115,1 37,3 67,4 31,8 34,6 72,8 73,4 66,9 34,4 73,2 152,1 75,9 77,9 78,3 74,2 73,7
2 199,4 199,4 34,6 48,2 41,7 41,9 51,1 51,3 46,5 42,3 45,1 141,3 48,9 50,7 51,1 50,3 51,4
3 80,6 80,6 216,8 210,9 214,1 83,1 209,5 210,4 212,2 83,7 204,8 210,6 205,8 204,8 216,7 207,5 207,8
4 43,0 43,0 47,6 158,2 158,0 159,4 156,3 155,7 155,6 160,8 156,7 41,6 139,1 162,1 54,1 153,4 156,3
5 47,9 48,0 50,2 70,8 70,9 71,8 70,6 71,0 70,8 72,3 70,8 41,7 60,1 50,2 31,1 45,8 70,5
6 23,1 23,1 20,2 51,9 50,7 51,2 50,9 48,4 48,2 48,8 47,8 71,9 62,8 61,1 73,0 153,6 59,4
7 30,1 30,1 29,8 34 32,9 33,3 32,7 30,4 30,7 30,8 30,6 39,8 36,3 40,6 38,5 40,2 28,0
8 135 135,8 126,6 20,3 19,6 19,7 19,4 28,2 21,3 21,6 21,3 18,7 18,3 19,6 21,4 27,2 29,9
9 123,7 123,4 157,5 28,2 27,1 26,9 26,9 37,2 37,3 37,1 37,1 26,7 36,6 28,5 30,9 26,4 84,6
10 148,1 148,8 38,2 21,0 20,2 20,1 20,1 44,1 44,2 44,1 44,2 16,1 26,8 18,3 22,3 19,7 44,7
11 107,7 107,1 131,2 31,1 30,2 30,3 29,7 73,6 73,8 73,7 73,7 19,2 28,7 23,4 25,1 35,5 141,6
12 152,1 145,7 160,1 71 69,6 70,2 70 45,2 45,4 45,4 45,1 27,5 146,7 26,7 131,5 47,3 125,0
13 157,2 157,6 109,5 61 59,9 58,2 59,9 54,5 54,6 53,3 54,9 44,2 137,3 44,2 144,0 49,4 53,3
14 111,3 114,8 114,3 210,1 209,3 209,1 209,5 205,8 205,4 204,5 205,2 209,1 195,2 210,9 208,0 202,3 202,8
15 173,1 149,8 146,0 135,4 146,0 147,8 148,4 134,7 145,1 60,5 159,2 137,6 54,6 157,7 147,5
16 9,1 16,2 17,9 13 12,9 10,0 17,9 12,2 10,4 14,2 14,4 12,1 14,3 12,9
17 14,7 14,4 14,2 14,2 14,4 14,4 14,4 15,6 28,5 16,3 18,6 32,2 110,5 0,93
18 25,0 24,9 26,8 29,1 28,9 28,9 28,7 28,4 28,4 28,5 28,4 28,8 28,3 28,9 28,6 28,6 1,26
19 13,4 13,4 21,3 15,4 15,4 15,3 15,3 15,3 15,3 15,3 15,3 15,0 15,7 15,2 15,3 17,0 1,05
20 24,5 12,0 12,2 13 12,0 14,1 14,1 14,8 14,3 13,4 11,8 17,8 13,0 11,2 1,30
5-OAc 170,9

20,8
12-OMe 56,2 56,2
13-OMe 56,2
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2.3 Activités biologiques des diterpènes isolés

S. guyanensis a été sélectionnée pour ses propriétés inhibitrices du CHIKV, mais

l’évaluation de l’activité biologique des produits purs a démontré que seul le composé

13 inhibaient de façon modérée le CHIKV (EC50 = 14 µM, SI = 1.92). Ces résultats

peuvent être expliqués par de possibles effets synergiques entre certains composés

ou par la présence de composés très actifs en concentration très faible. Une étude

approfondie des données de spectrométrie de masse en tandem s’appuyant sur l’em-

ploi des réseaux moléculaires, a permis de montrer que des analogues du TPA (voir

3.2.1, IC50 Anti-CHIKV = 2,9 nM) pourraient être présents dans l’extrait de S.

guyanensis. Toutefois, la faible concentration de ces métabolites rend très difficile

leur isolement et leur caractérisation par RMN.

Les réseaux moléculaires La structure des molécules dicte la manière dont

elles se fragmentent en MS2. Par conséquent, des molécules similaires possèdent

des spectres de fragmentation semblables. Les réseaux moléculaires permettent de

visualiser tous les ions détectés et fragmentés durant une analyse MS2 et leur de-

gré de similarité.87 Chaque composé ayant fragmenté en MS2 est représenté par un

cercle. Les cercles sont reliés entre eux par des liens dont l’épaisseur est fonction

de la similarité des spectres MS2. L’observation de clusters ou groupes d’ions reliés

signifie que les espèces chimiques qu’il contiennent possèdent des voies de fragmen-

tation similaires en MS2 et donc probablement des structures chimiques similaires.

Grâce à des standards dont on connaît la structure, il a été possible d’annoter ces

familles moléculaires. La comparaison de ces spectres avec des bases de données en

ligne a permis de trouver des analogues potentiels des molécules analysées (Figure

46).
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Figure 46 – (A) Réseau moléculaire des fractions (F3-F16) de l’écorce de S. guyanensis. (B) Clusters d’analogues du phorbol. La
représentation de la quantification relative de chaque ion dans les fractions est basée sur l’aire des pics de LC-MS. (C) Spectres
MS2 annotés comme analogues du TPA lors de la comparaison aux bases de données du GNPS. (D,E et F) Spectres MS2 des nodes
D,E et F provenant du cluster (B) montrant des fragments caractéristiques des phorbols et des pertes de neutres correspondant à
différents acides gras.
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Chapitre 3

Hypothèses biosynthétiques

3.1 Les phénanthrènes

Dans la littérature, le squelette phénanthrène portant un gem diméthyl, carac-

téristique des composés 1 à 3, est rarement représenté. Alors que les phénanthrènes

dérivent généralement de la cyclisation d’une chaine polyacétique, l’originalité des

phénanthrénoïdes présentés en section 2.2.1, résident dans leur origine terpénique.

En effet, la présence d’un groupement méthyle en position 20 et d’un groupement

gem-diméthyl en position 4 suggère un précurseur diterpénique. Ils sont considérés

comme des « diterpènes polycycliques dégradés ». Contrairement aux diterpènes

macrocycliques, la cyclisation du précurseur tétraprényle fait intervenir une cyclase

de type 2 (Figure 7). Les phénanthrènes isolés pourraient dériver d’un squelette ent-

déhydroabiétane venant lui-même d’un (-)-copalyl PP issu de la cyclisation d’un

précurseur GGPP par l’action d’une cyclase de type 2.8 Après plusieurs étapes

d’oxydation, ce ent-déhydroabiétane pourrait avoir perdu dans un premier temps

les carbones 16 et 17 pour donner des 16,17-dinor-diterpènes tels que le composé

3 puis le carbone 20 pour donner des 15,16,17,20-tetranor-diterpènes tels que les

composés 1 et 2. (Figure 47).
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Figure 47 – Hypothèses biosynthétiques des diterpènes dégradés isolés de S. guya-
nensis

3.2 Les euphoractanes

Enfin, sur le plan biosynthétique, le squelette euphoractane pourrait dériver d’un

squelette lathyrane par une cyclisation transannulaire précédemment décrite par

Appendino.38 Deux arguments appuient cette hypothèse. D’une part, le co-isolement

de lathyranes epoxydés dont la fonctionnalisation permettrait la cyclisation chez

S.guyanensis, et d’autre part, la conversion du lathyrane 13 en composé 8 en pré-

sence d’un acide de Lewis tel que le trifluoroacétate de bore. En effet, au bout d’une

heure à température ambiante, traitement par l’eau et séchage, l’intégration des

signaux de 1H RMN du milieu réactionnel montre que le lathyrane 13 a donné le

composé 8 possédant un squelette dérivé de l’euphoractine A avec un rendement

d’environ 80%.
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Troisième partie

Discussion et conclusion
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Discussion

Les DM, un avantage sélectif

Malgré le manque d’informations sur le rôle écologique ou biologique des eupho-

ractanes et des diterpènes dégradés au sein des Euphorbiaceae, il est aujourd’hui

admis que les métabolites spécialisés tels que les DM représentent des adaptations

à des situations écologiques spécifiques (prédateurs, climat, terrain...).88

La théorie de l’évolution nous apprend qu’au sein d’une population donnée, cer-

tains individus subissent des mutations conduisant à la production de nouvelles

enzymes capables de synthétiser de nouvelles molécules. Un tel mutant persistera

dans la population uniquement si le coût de fabrication du nouveau composé est

compensé par ses bénéfices pour l’individu.89 Si l’on considère que ce sont les pro-

priétés intrinsèques de la molécule (non de l’enzyme) qui font l’objet de la sélection,

le nouveau composé peut :

1. Posséder des propriétés nouvelles qui contribuent à l’amélioration du fonc-

tionnement de l’organisme.

2. Posséder des propriétés nouvelles qui peuvent engendrer une dégradation

du fonctionnement de l’organisme.

3. Posséder des propriétés nouvelles mais qui n’ont pas d’impact sur le fonc-

tionnement de l’organisme à l’exception de sont coût de production.

4. Posséder des propriétés nouvelles qui se substituent à une propriété essen-

tielle existante sans avoir d’impact sur le fonctionnement de l’individu à
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l’exception du coût de production et de la redondance fonctionnelle.

5. Posséder des propriétés nouvelles qui se substituent à une propriété essen-

tielle existante avec un impact négatif sur le fonctionnement de l’individu.

Dans le premier cas, la pression de sélection favorisera la rétention des individus

possédant le nouveau caractère au sein de la population. Dans les autres cas, les

individus disparaîtront de la population à un rythme dépendant du ratio coût /

bénéfice. Une plante a donc peut de chance de produire des métabolites "inutiles".

Or, les molécules décrites dans ce manuscrit sont les composés majoritaires des

extraits étudiés. Deux propositions sont donc envisageables :

— La plante a acquis ces caractéristiques relativement tard au cours de l’évo-

lution, elles ne sont pas bénéfiques pour la plante et ne seront peut être

pas conservées par la suite. Cette hypothèse est peut probable car plusieurs

espèces possèdent ces caractères.

— L’évolution a conservé ces métabolites, par conséquent, même si des études

supplémentaires sont nécessaires pour préciser leur rôle, ils procurent très

probablement un avantage sélectif à la plante.

La convergence évolutive

Les composés 4 à 15 sont nouveaux, mais leurs squelettes carbonés ont déjà été

rapportés dans la littérature. En effet, au début des années 1990 et plus récemment,

l’équipe de Jian-Gong a mis en évidence l’existence d’une famille de diterpènes ori-

ginaux au sein d’Euphorbia micractina : les euphoractines possédant un squelette de

type euphoractane (cf composé 4 à 11) qui est constitué soit d’un tétracycle 5/6/6/4

soit d’un cycle 5/6/7/3, ce dernier ayant été validé a posteriori consécutivement à

la révision de l’euphoractine B.80,83 Les euphoractines constituent donc une famille

regroupant deux squelettes tétracycliques différents. La distribution des euphorac-

tines au sein des Euphorbiaceae est intéressante car elles n’ont été retrouvées que
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Figure 49 – Carte politique de la pangée90

chez deux espèces assez différentes. En effet, d’un point de vue taxonomique, elles

appartiennent à deux tribus (i.e. Crotonoideae et Euphorbioideae respectivement)

qui se sont séparées tôt dans l’histoire de l’évolution. D’un point de vue géogra-

phique, les deux plantes proviennent de territoires distants sans lien biogéogra-

phique ; S.guyanensis est endémique de Guyane tandis que E. micractina provient

de Chine. Ces deux pays s’étendent sur des territoires qui n’ont jamais été en contact

lors de la formation des continents.

La présence simultanée de composés similaires dans deux familles de plantes sur

deux continents différents peut être causée par un phénomène de convergence évolu-

tive ou par une régulation variable des gènes.91 Même si les gènes impliqués dans la

synthèse des métabolites ne sont pas structurellement "perdus" au cours de l’évolu-

tion, leur expression peut cesser du fait de modifications génétiques ou épigénétiques.

Dans certains cas, ces gènes "éteints" peuvent être "rallumés" plus tard menant à
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un saut dans l’évolution moléculaire.92 La convergence évolutive est divisée en deux

catégorie. La première correspond aux cas où différents taxons acquièrent la capacité

de synthétiser des composés remplissant une fonction similaire. La deuxième caté-

gorie correspond aux cas où des taxons différents deviennent capables de synthétiser

des composés similaires.93 C’est le cas de la production des euphoractanes chez S.

guyanensis et E. micractina.91

Il est impossible de vérifier l’hypothèse de convergence évolutive sur l’unique base

des études phytochimiques. L’absence de preuve n’étant pas une preuve d’absence,

lorsqu’un métabolite est retrouvé dans des taxons éloignés alors qu’il semble absent

dans des taxons proches, le problème majeur est de vérifier l’absence du métabolite

considéré. La quantité de ce composé peut être soit sous le seuil de détection, soit

présent dans une autre partie de plante, à un autre stade de développement ou

produit durant une période / localisation donnée ou en réponse à un évènement

écologique... La seule preuve directe d’une convergence évolutive est la présence de

gènes ou d’enzymes non-orthologues impliqués dans la synthèse d’un même composé

dans différents taxons.93

Les composés 1 à 3 sont considérés comme des diterpènes dégradés (Section 3.1).

Les premières molécules de ce type, les micrandrols, ont été découvertes chez Mi-

crandropsis scleroxylon et Sagotia racemosa.94,95 Puis, l’étude de Domohinea perrieri

a permis d’isoler la domohinone.79 Enfin, l’étude de Trigonostemon xyphophylloides

a conduit à l’isolement de la trigoxyphin G.96 Contrairement aux euphoractanes, ces

diterpènes atypiques sont retrouvés dans un groupe taxonomique restreint au sein

des Crotonoideae, ce qui peut indiquer l’acquisition d’une machinerie enzymatique

spécifique au sein de ce groupe.
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Le métabolisme spéculatif, source de diversité chi-

mique

La diversité chimique de DM de S.guyanensis et plus généralement des DM

d’Euphorbiaceae est remarquable. La question de la source d’une telle diversité et

de son utilité pour la plante reste cependant à ce jour inexpliquée.

Lorsque les propriétés des molécules sont prises en considération plutôt que leurs

structures chimiques, on peut prédire que chaque organisme privilégie la production

de ces molécules dès lors que leurs propriétés sont adaptées à son fonctionnement ;

ce sont en effet les propriétés qui sont essentielles à la survie de la plante. L’évolution

peut donc engendrer de la diversité chimique au sein d’une catégorie fonctionnelle

de manière à ce que des molécules différentes puissent jouer des rôles similaires dans

des organismes différents car elles possèdent des propriétés similaires (e.g. chitine

vs cellulose, amidon vs inuline). De la même manière, des composés chimiques simi-

laires peuvent jouer des rôles différents dans des organismes car ils peuvent posséder

plusieurs propriétés (e.g. les flavonoides agissant comme écran UV, molécules de

communication et de défense).

Si l’on admet que les propriétés déterminent la "valeur" des molécules, et que la

mise en place d’une voie métabolique peut conduire à l’apparition de propriétés dis-

tinctes, alors la classification du métabolisme en métabolismes primaire et secondaire

(qui est généralement la seule classification admise) est remise en cause. En effet,

cette classification réduit les substances naturelles en deux catégories : la première

correspondant aux molécules indispensables à la pérennité des êtres vivants, et la se-

conde qui regrouperait des métabolites produits uniquement par certains organismes

et dont la production n’est pas essentielle à leur survie..97 Or, certaines substances

naturelles peuvent entrer dans l’une ou l’autre de ces catégories lorsqu’on consi-

dère indépendamment leur fonction ou leur structure (e.g. giberellins, carotenoïdes,

lipides...). Des familles de composés vitales pour les plantes sont ainsi considérées
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comme des métabolites secondaires ; les lipides, composant essentiels des membranes

cellulaires devraient être classés comme métabolites primaire. Cependendant, la di-

versité chimique de certains lipides varient énormément en fonction des espèces. Par

conséquent certains lipides devraient être considérés comme des métabolites secon-

daires tandis que d’autres appartiendraient au métabolisme primaire.98 Pour pallier

aux lacunes de la classification de Kössel, Firn et Jones proposent une classification

en trois catégories :89

Le métabolisme basal intégré correspondant aux voies métaboliques intégrées

très tôt dans l’évolution et qui sont nécessaires à l’ensemble réseau métabolique

s’apparenterait donc au métabolisme primaire.

Le métabolisme de support qui génère des substances indispensables à l’en-

vironnement physique du métabolisme basal intégré (e.g. les lipides).

Le métabolisme spéculatif regroupant les voies métaboliques produisant à

faible coût des composés rares aux propriétés parfois éphémères. Pour ces métabo-

lites, la pression de sélection est différente de celle appliquée aux deux autres catégo-

ries. Par exemple, l’apparition d’une nouvelle maladie, placera une grande pression

de sélection sur les voies métaboliques menant à des composés bio-actifs spécifiques

menant éventuellement à la capacité de résister à cette maladie. Au contraire, si cer-

tains types de propriétés physico-chimiques sont utiles à la cellules mais ne sont pas

hautement structure-spécifiques, alors une diversité de composés peut être retrouvée

dans une seule espèce. La pression de sélection n’est tout simplement pas suffisante

pour limiter la diversification.



Conclusion

Les travaux présentés dans ce manuscrit ont permis d’illustrer la diversité des

produits naturels d’origine terpénique. L’étude de la littérature a permis de rappeler

le potentiel thérapeutique des DM et l’état des connaissances actuelles concernant

leurs origines a mis en évidence un manque d’information sur les voies de biosynthèse

qui tend à se combler grâce aux avancées technologiques en bioingénierie.

L’activité inhibitrice du CHIKV présentée par l’extrait d’écorce de Sandwithia

guyanensis a motivé le choix de cette plante pour son étude phytochimique. Dans

un premier temps, l’étude de cette Euphorbiaceae méconnue, a permis d’isoler et

de caractériser 19 composés dont 2 connus. Ces composés dont certains sont très

rares peuvent être classés en 6 grandes familles de diterpènes : les phénantrénoïdes,

les euphoractines A et B, les lathyranes, les jatropholanes et les euphactines. Dans

un second temps, le potentiel d’inhibition de ces composé vis-à-vis du CHIKV a été

évalué. A l’exception du composé 13 (EC50 = 14 µM, SI = 1.92) aucun composé

n’a démontré d’effet inhibiteur du CHIKV. Grâce à l’analyse des données de LC-

MS2 par les réseaux moléculaires, il a été possible de montrer que l’activité de

l’extrait pourrait être expliquée par des concentrations résiduelles d’analogues du

TPA (IC50 Anti-CHIKV = 2,9 nM), un puissant inhibiteur du CHIKV. Enfin, des

hypothèses biosynthétiques ont été proposées concernant l’origine des euphoractanes

et des phénanthrénoïdes, celles-ci pourraient être vérifiées par des expériences de

marquages isotopiques.

Les DM isolés procurent un avantage évolutif aux plantes qui les produisent.
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Des études métabolomiques comparant leur production en fonction de paramètres

biotiques (infection par un champignon, infestation par des insectes ravageurs) et

abiotiques (saisons, sécheresse, type de terrain) pourraient être menées afin d’ap-

porter des éléments sur leur(s) rôle(s) biologique(s).
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Annexe A

Procédures expérimentales

General experimental procedures. Optical rotations were measured at 25 ◦C on an

Anton Paar MCP 300 polarimeter. UV spectra were recorded on a Varian Cary 100 UV-vis spec-

trophotometer. NMR spectra were recorded in MeOD or CDCl3 on a Bruker 500 MHz instrument

(Avance 500), and on a Bruker 300 MHz instrument (Avance 300). Chemical shifts (relative to

TMS) are in ppm, and coupling constants are in Hz. Kromasil analytical and semi-preparative C18

columns (250× 4.6 mm and 250× 10 mm i.d ; 5 µm Thermo Electron) and a Nucleodur PFP ana-

lytical column (250× 4.6 mm i.d ; 5 µm Macherey-Nagel) were used for HPLC separations using a

Waters autopurification system equipped with a binary pump (Waters 2525), a UV-vis diode array

detector (190-600 nm, Waters 2996), and a PL-ELS 1000 ELSD Polymer Laboratory detector. All

solvents were purchased from Carlo Erba (France), and analytical plates (Si gel 60 F254) were from

Merck (France). The sulfuric molybdate was used as the staining reagent for TLC. The reagent

is prepared by dissolving ammonium dimolybdate (50 g) in water (450 mL) and slowly adding

concentrated sulfuric acid (50 mL). Prepacked GraceResolv silica cartridges were used for flash

chromatography using a Teledyne Isco Combiflash Rf 200i. HRESIMS data were acquired using

an Acquity Waters UPLC coupled to a Waters LCT Premier XE mass spectrometer. The UPLC

system was equipped with a Waters Acquity PDA dectector. Separation was achieved on a BEH

C18 column (1.7 µm, 2.1 mm × 50 mm) at a flow rate of 0.6 mL/min. Elution was conducted with

a H2O-MeCN + 0.1% formic acid gradient as follows : 95 :5 to 0 :100 in 5.5 min. The ionization

was carried out using an electrospray ionization source in the positive mode (range 80-1500 m/z).

Plant material. Bark of Sandwithia guyanensis was collected in June 2010 in Saint-Elie

(French Guyana) and authenticated by Dr. Christian Moretti (IRD of French Guyana). A voucher
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specimen (GUY-0361) has been deposited at IRD of French Guyana.

Extraction and isolation. The dried bark (704.2 g) of S. guyanensis were extracted with

EtOAc (3 × 500 mL) to yield a crude extract (2.2 g) after concentration in vacuo at 40 ◦C. This

extract was dissolved in 250 mL of MeCN and subjected to a liquid/liquid partition with n-heptanes

(3 × 250 mL) to afford 1.1 g of a MeCN-soluble fraction. This residue was subjected to silica gel

column chromatography using a gradient of n-heptane-EtOAc-MeOH of increasing polarities (1 :0 :0

to 0 :1 :0 to 0 :7 :3, 40 mL/min) to afford 19 fractions, F1-F19, according to their TLC profiles.

Purification of fraction F3 (55.2 mg) by semi-preparative HPLC (Kromasil C18, MeCN-H2O +

0.1% formic acid, 52 :48, in 30 min, 4.7 mL/min) leading to five fraction (F3-1 to F3-6). F3-2 was

further purified by analytical HPLC (Nucleodur PFP, MeCN-H2O (45 :55) + 0.1% formic acid

at 1 mL/min), leading to compound 5 (1.5 mg) and compound 3 (1.8 mg) (Rt 9.01 and 12.07

min respectively). F3-3 was further purified by analytical HPLC (Nucleodur PFP, MeCN-H2O

(45 :55) + 0.1% formic acid at 1 mL/min), leading to compound jatrointelone C (3.2 mg) (Rt

12.94 min). F3-5 was further purified by analytical HPLC (Nucleodur PFP, MeCN-H2O (70 :30)

+ 0.1% formic acid at 1 mL/min), leading to compound 16 (0.5 mg) (Rt 6.39 min). F4 (36.1 mg)

was purified by semi-preparative HPLC (Kromasil C18, MeCN-H2O + 0.1% formic acid, 52 :48,

in 30 min, 4.7 mL/min) affording compound 1 (1.5 mg) (Rt 9.46 min) and jatrointelone A (1.7

mg) (Rt 11.5 min). F5 (54.2 mg) was purified by semi-preparative HPLC (Kromasil C18, MeCN-

H2O + 0.1% formic acid, 40 :60, in 30 min, 4.7 mL/min) affording compound 2 (23.7 mg) (Rt

11.5 min). F6 (36.1 mg) was purified by semi-preparative HPLC (Kromasil C18, MeCN-H2O +

0.1% formic acid, 52 :48, in 30 min, 4.7 mL/min) affording compounds 13 (9.6 mg) 14 (15.0 mg)

and 12 (1.8 mg) (9.53, 12.76 and 17,13 min respectively). F10 (30.9 mg) was purified by semi-

preparative HPLC (Kromasil C18, MeCN-H2O + 0.1% formic acid, 35 :65, in 15 min, 4.7 mL/min)

affording compound 4 (2.7 mg) (Rt 11.06 min). F11 (40.6 mg) was purified by semi-preparative

HPLC (Kromasil C18, MeCN-H2O + 0.1% formic acid, 35 :65, in 30 min, 4.7 mL/min) affording

compounds 7 (9.9 mg) and 15 (2.8 mg) (Rt 12.46 and 24.04 min respectively). F13 (96.4 mg)

was purified by semi-preparative HPLC (Kromasil C18, MeCN-H2O + 0.1% formic acid, 35 :65,

in 30 min, 4.7 mL/min) affording compounds 6 (21.0 mg). F14 (69.9 mg) was purified by semi-

preparative HPLC (Kromasil C18, MeCN-H2O + 0.1% formic acid, 25 :75 to 45 :55, in 30 min,

4.7 mL/min) affording compounds 9 (2.7 mg) 10 (7.0 mg) and 17 (1.5 mg) (Rt 12.18, 14.11 min

and 7.49 min) and F14-1. F14-1 was purified by analytical HPLC (Kromasil C18, MeCN, MeOH

(50 :50)-H2O + 0.1% formic acid, 55 :65, 1.0 mL/min) affording compound 11 (2.5 mg) (Rt 8.52

min). F15 (45.1 mg) was purified by semi-preparative HPLC (Kromasil C18, MeCN-H2O + 0.1%
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formic acid, 25 :75, in 30 min, 4.7 mL/min) affording compound 8 (6.5 mg) (Rt 15.90 min).

X-ray crystallographic analysis. All crystallographic data were collected on a Rigaku

diffractometer constituted by a MM007 HF copper rotating-anode generator, equipped with Osmic

confocal optics, and a Rapid II curved image plate.

Conversion of compound 13 into compound 8 To a solution of 13 (1 mg) in CDCl3

(400 µL) was added BF3.OH2 (10 eq., 4 µL). After 4h at room temperature, one drop of water was

added and the mixture was dried over MgSO4, filtered and concentrated under reduced pressure.
1H NMR anaysis was performed in CDCl3 at 500 MHz.

Virus-Cell-Based Anti-alphavirus Assay The antiviral experiments have been per-

formed in a biosafety screening facility that has been validated for handling chikungunya virus as

well as the manipulation of molecules of unknown chemical safety risk. All studies have been perfor-

med by trained staff. Throughout the experiments, Vero (African green monkey kidney) cells were

used. The following viruses were used : Chikungunya virus strain 899, Sindbis virus strain HRsp,

and Semliki Forest virus strain Vietnam. Serial dilutions of the initial plant extracts, fractions,

or compounds, as well as the reference compound, chloroquine, were prepared in assay medium

(MEM Reg3 (cat. no. 19993013 ; Invitrogen), 2% FCS (Integro), 5 mL of 200 mM L-glutamine,

and 5 mL of 7.5% sodium bicarbonate) and were added to empty wells of a 96-well microtiter plate

(Falcon, BD). Subsequently, 50 µL of a 4x virus dilution in assay medium was added, followed by

50 µL of a cell suspension. This suspension, with a cell density of 25 000 cells/50 µL, was prepared

from a Vero cell line subcultured in cell growth medium (MEM Reg3 supplemented with 10% FCS,

5 mL of L-glutamine, and 5 mL of sodium bicarbonate) at a ratio of 1 :4 and grown for 7 days

in 150 cm2 tissue culture flasks (Techno Plastic Products). The assay plates were returned to the

incubator for 6 or 7 days (37 ◦C, 5% CO2, 95-99% relative humidity), a time at which maximal

virus-induced cell death or cytopathic effect was observed in untreated, infected controls. Subse-

quently, the assay medium was aspirated, replaced with 75 µL of a 5% MTS (Promega) solution

in phenol red-free medium, and incubated for 1.5 h. Absorbance was measured at a wavelength

of 498 nm (Safire2, Tecan) ; optical densities (OD values) reached 0.6-0.8 for the untreated, unin-
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fected controls. Raw data were converted to percentages of controls, and the EC50 (50% effective

concentration, or concentration that is calculated to inhibit virus-induced cell death by 50%) and

CCtextsubscript50 (50% antimetabolic concentration, or concentration that is calculated to inhibit

the overall cell metabolism by 50%) values were derived from the dose-response curves. All assay

conditions producing an antiviral effect that exceeded 50% were checked microscopically for minor

signs of a cytopathic effect or adverse effects on the host cell (i.e., altered cell morphology). A

compound was considered to elicit a selective antiviral effect on virus replication only when, follo-

wing microscopic quality control, at least at one concentration of compound no cytopathic or any

adverse effect is observed (image resembling untreated, uninfected cells). Multiple, independent

experiments were performed.



Annexe B

Spectres RMN 1H

97



98 ANNEXE B. SPECTRES RMN 1H

Figure 50 – Spectre 1H du composé 1 (500 MHz, CDCl3)

Figure 51 – Spectre 1H du composé 2 (500 MHz, CDCl3)
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Figure 52 – Spectre 1H du composé 3 (500 MHz, CDCl3)

Figure 53 – Spectre 1H du composé 4 (500 MHz, MeOD )
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Figure 54 – Spectre 1H du composé 5 (500 MHz, CDCl3)

Figure 55 – Spectre 1H du composé 6 (500 MHz, CDCl3)
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Figure 56 – Spectre 1H du composé 7 (500 MHz, CDCl3)

Figure 57 – Spectre 1H du composé 8 (500 MHz, CDCl3)
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Figure 58 – Spectre 1H du composé 9 (500 MHz, CDCl3)

Figure 59 – Spectre 1H du composé 10 (500 MHz, CDCl3)
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Figure 60 – Spectre 1H du composé 11 (500 MHz, CDCl3)

Figure 61 – Spectre 1H du composé 12 (500 MHz, CDCl3)
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Figure 62 – Spectre 1H du composé 13 (500 MHz, CDCl3)

Figure 63 – Spectre 1H du composé 14 (500 MHz, CDCl3)
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Figure 64 – Spectre 1H du composé 15 (500 MHz, CDCl3)

Figure 65 – Spectre 1H du composé 16 (500 MHz, CDCl3)
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Figure 66 – Spectre 1H du composé 17 (500 MHz, CDCl3)



Annexe C

Spectres RMN 2D

107



108 ANNEXE C. SPECTRES RMN 2D

Figure 67 – Spectre HMBC du composé 3 (500 MHz, CDCl3)

Figure 68 – Spectre COSY du composé 4 (300 MHz, MeOD)
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Figure 69 – Spectre COSY du composé 6 (300 MHz, CDCl3)

Figure 70 – Spectre NOESY du composé 7 (500 MHz, CDCl3)
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Figure 71 – Spectre HMBC du composé 8 (300 MHz, CDCl3)

Figure 72 – Spectre COSY du composé 8 (300 MHz, CDCl3)
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Figure 73 – Spectre NOESY du composé 8 (500 MHz, CDCl3)

Figure 74 – Spectre NOESY du composé 9 (500 MHz, CDCl3)
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Figure 75 – Spectre COSY du composé 10 (500 MHz, CDCl3)

Figure 76 – Spectre HMBC du composé 11 (500 MHz, CDCl3)
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Figure 77 – Spectre COSY du composé 12 (500 MHz, CDCl3)

Figure 78 – Spectre HMBC du composé 13 (300 MHz, CDCl3)
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Figure 79 – HMBC C-12/H-20/C-13 du composé 14 (300 MHz, CDCl3)

Figure 80 – Spectre HMBC du composé 17 (500 MHz, CDCl3)
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derniers font l’objet de nombreux programmes de recherche de nouveaux médicaments en raison de la 

variété de leurs activités biologiques. 

    

   La première partie de ce travail est consacrée à la description des voies de biosynthèses de ces composés 

et à leur intérêt en chimie pharmaceutique. 

   La seconde partie concerne l’étude phytochimique de l’écorce de S. guyanensis, une Euphorbiaceae 

provenant de Guyane dont l’extrait possède des propriétés antivirales (virus du chikungunya). Dans un 

premier temps, l’isolement et la caractérisation structurale de dix-sept molécules nouvelles appartenant à 

six squelettes différents sont décrits. Puis, l’évaluation biologique de ces composés est présentée et des 

hypothèses biosynthétiques des familles chimiques les plus rares sont proposées.   

    

    Enfin, l’origine de la diversité chimique des diterpènes est discutée en considérant leur rôle biologique, 

leur place dans le métabolisme végétal et leur intérêt du point de vu de l’évolution. 
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