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1 Introduction générale

L’Institut de Chimie des Substances Naturelles (ICSN-CNRS) est situé a Gif-sur-Yvette dans
la vallée de Chevreuse (Essonne) a une trentaine de kilométres au sud-ouest de Paris. Créé en
1959, il est I'un des plus grands établissements publics de recherche en chimie de France. Il est
constitué de quatre départements de recherche : Département de Chimie des Substances
Naturelles et Chimie Médicinale (SNCM), Département de Synthése Organique et Méthodes
Catalytiques, Département de Chimie Biologique et Département de Biologie et Chimie
Structurales et Analytiques ainsi que d’une Plateforme de Services de soutien a la recherche.
Ce stage s’est déroulé dans le département SNCM, au sein du pole « Métabolites de plantes et
micro-organismes associés : isolement, synthése et bioactivité », dans 1’équipe dirigée par le
Dr. Fanny Roussi ou 1’on retrouve un groupe phytochimie (extraction et isolement de nouvelles
molécules) et un groupe chimie médicinale (synthése et pharmacomodulation).

Afin d’étudier et valoriser de nouveaux métabolites secondaires de plantes, 1’équipe a
développé de nombreuses collaborations avec des pays de la zone intertropicale a forte
biodiversité. Ces collaborations ont abouti a la création d’une extractothéque de plus de 14 000
extraits provenant de plus de 6 500 plantes.

A la faveur de criblages biologiques sur une panel de 60 lignées cellulaires cancéreuses de
différentes séries chimiques, le National Cancer Institute (NCI) a mis en évidence en 1998 la
famille des schweinfurthines (SWs) aux propriétés cytotoxiques particulierement puissantes et
sélectives envers une lignée du glioblastome, qui constitue la forme de cancer du cerveau la
plus agressive. Ces métabolites secondaires de type stilbénes prénylés ont été retrouvés chez
plusieurs especes du genre Macaranga (Euphorbiaceae). Le profil de cytotoxicité des SWs
indique qu’elles agissent via un nouveau mécanisme d’action encore mal connu aujourd’hui, et
qu’elles pourraient étre les chefs de file d’une nouvelle classe thérapeutique pour le traitement
du cancer du cerveau.

Une ¢étude « déréplicative » a été effectuée sur toutes les especes de Macaranga incluses dans
la collection de I’'ICSN, aboutissant a la conclusion que 1’intérét devait se porter sur les fruits
de certaines especes en particulier. Le but de ce stage de Master 2 est de réaliser une étude
phytochimique a partir d’une trés grande quantité d’extrait de fruits de Macaranga tanarius,
avec |’objectif d’isoler des quantités suffisantes de composés minoritaires de la famille des SWs
pour les caractériser et évaluer leur activité cytotoxique sur la lignée du glioblastome.

Ainsi, cette étude présente 1’analyse phytochimique des fruits de M. tanarius, suivi de 1’analyse

de I’activité biologique des composés isolés.
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Figure 2 : Structures des schweinfurthines isolées de Macaranga spp.



2 Etude bibliographique

2.1 La découverte des schweinfurthines

Les SWs sont des stilbénes prénylés biosynthétisés par des espéces du genre Macaranga
(Euphorbiacées), dont le premier composé, la védélianine (VDL), a été isolé et décrit a 'ICSN
a partir de I’espece endémique néocalédonienne M. vedeliana (Thoison and Hnawia, 1992). La
védélianine est un polyphénol peu commun comportant un motif stilbéne associé a une chaine
prényle portée par le cycle aromatique D et a une chaine géranyle cyclisée en motif
hexahydroxanthéne (HHX) au niveau du cycle aromatique C (cf. Figure 1). Depuis, d’autres
SWs ont été isolées a partir de diverses especes du genre Macaranga (schweinfurthii, alnifolia,
mappa, pleiostemona, indica, tanarius) : SWs A, B et C (Beutler et al., 1998), D (Beutler et al.,
2000), E, F, G et H (Yoder et al., 2007), I et J (Klausmeyer et al., 2010), K, L, M, N, O, P et
Q (Péresse et al., 2017b), la mappaine (van der Kaaden et al., 2001) et la méthyl-mappaine
(Péresse et al., 2017b). A noter que toutes les SWs ne comportent pas le motif HHX (cf. Figure
2).

Des travaux récents ont permis de localiser précisément les SWs. Ces derniéres sont présentes
spécifiquement dans les trichomes glandulaires qui se trouvent a la surface des fruits et sur la
face inférieure des feuilles et des bractées (Péresse et al., 2017a) (cf. Figure 3 et Figure 4). Ces
trichomes glandulaires sont connus pour synthétiser, sécréter et stocker de grandes quantités de
métabolites secondaires (utilisés essentiellement comme moyen de défense contre les insectes

herbivores et les agents pathogénes) (Guo et al., 2013).
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Figure 4 : Photographies au microscope de la surface

Figure 3 : Pho;?[i’:;i Zf Z’e;i r:;;;:zon matures de des fruits (a) et (b) et des bractées (c) et (d) de M.
8 ’ vedeliana d’apres T. Péresse et al. Anal. Chem, 2017, 89,
9247-9252

Figure 5 : Pharmacophore des SWs, en rouge : les sites de modulations impliquant une diminution importante de l'activité
cytotoxique, en vert: les sites de modulations possibles
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Figure 6 : Cluster d'intérét des SWs observé dans le réseau moléculaire obtenu grdce aux extraits des 21 espéces de
Macaranga d’apres P.-M. Allard et al. Anal Chem, 2016, 88, 3317-3323



2.2 Une activité antiproliférative puissante et sélective

En 1998, le NCI a réalisé un criblage sur un panel de 60 lignées cellulaires cancéreuses humaines
en mesurant I’inhibition de croissance (ICs) d’extraits de Macaranga spp.. Les SWs ont montré
une activité cytotoxique remarquable et sélective, notamment sur une lignée du systéme nerveux
central : la lignée du glioblastome SF-295 (Beutler et al., 1998; Neighbors et al., 2006;
Shoemaker, 2006). En effet, I'ICso de la SW A est de 11 nM vis-a-vis de la lignée sensible du
glioblastome SF 295 (Beutler et al., 1998), et I’'ICs, de la védélianine est, en moyenne, de 1’ordre
du sub nanomolaire vis-a-vis de I’ensemble du panel de 60 lignées du NCI (Topczewski and
Wiemer, 2011).

Le motif HHX semble conférer une puissante cytotoxicité car les SWs ne possédant pas ce motif
présentent une activité cytotoxique plus faible, comme les SWs I et J (Klausmeyer et al., 2010).
Des ¢études de relations structure-activité ont permis de construire un pharmacophore présentant
les sites de modulations possibles (cf. Figure 5) (Kuder, 2009).

Les SWs présentent un mécanisme d’action encore mal connu, mais original (Kuder, 2009), ce
qui permettra la découverte potentielle d’une(de) nouvelle(s) cible(s) biologique(s)

anticancéreuse(s).

2.3  Travaux antérieurs

De nombreux partenariats ont été mis en place entre I'ICSN et des laboratoires de recherches
situés en zones tropicales (Vietnam, Malaisie, Nouvelle-Calédonie...), ce qui a permis la
création d’une extractothéque a I’'ICSN de plus de 6 500 plantes. Actuellement, 308 especes de
Macaranga ont été décrites. L’extractotheque comprend 78 extraits issus de 24 especes
provenant de quatre pays différents (Vietnam, Madagascar, Nouvelle-Calédonie et Ouganda).
Afin de détecter rapidement les espeéces contenant des SWs, et d’identifier dans quelle(s)
partie(s) de plante elles se trouvaient, une étude de « déréplication » a été réalisée en 2016 sur
les diverses parties de ces plantes (écorce, tige, feuille, fleur et fruit) grace a I’emploi de la
méthodologie des réseaux moléculaires (Allard et al., 2016). L’utilisation de standards de
stilbénes prénylés tels que les SWs E, F, G, la védélianine et la mappaine ont permis de repérer
le cluster d’intérét comportant potentiellement de nouvelles SWs (cf. Figure 6). A I’aide de
filtres « espece de plantes » et « partie de plante » utilisés sur ce cluster, il a été mis en évidence
que les stilbénes prénylés étaient principalement dans les feuilles et les fruits, et que les especes
contenant majoritairement cette famille de molécules étaient M. tanarius, lowii, denticulata et
schweinfurthii. Par la suite, dans le but d’isoler en plus grande quantité des SWs connues et de

caractériser de nouveaux analogues, le choix s’est porté sur les fruits de Macaranga tanarius.
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Figure 9 : Localisation de la récolte des fruits de
Macaranga tanarius (fleche rouge)

Figure 8 : Photographie des fruits de Macaranga
tanarius
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Figure 10 : Photographie de la planche d'herbier de
Macaranga tanarius



2.4 Macaranga tanarius

2.4.1 Description botanique et distribution géographique

Macaranga tanarius (L.) Miill. Arg., de la famille des Euphorbiacées, est un arbre dioique a
feuilles persistantes mesurant de 4 a 10 métres de hauteur (cf. Figure 7). Ses feuilles, de tres
grandes tailles, lui donnent le nom d’arbre aux feuilles parasol. Les fleurs sont organisées en
panicule et les fruits correspondent a des capsules a trois loges (cf. Figure 8) (Starr et al., 2003).
C’est une espeéce myrmécophile (association symbiotique avec les fourmis) (Guhling et al.,
2005). L'espece M. tanarius est localisée dans les zones tropicales d’Asie, dont le Vietnam, le
sud du Japon, aux iles Okinawa, en Chine continentale et en péninsule Malaise (Kawakami et

al., 2008).

2.4.2 Usage traditionnel

Différentes parties de la plante sont utilisées traditionnellement : les feuilles entiéres comme
contraceptif et sous forme de poudre comme cicatrisant, la décoction d’écorces et de racines
pour lutter contre la dysenterie et I’hémoptysie, et enfin le latex des tiges comme suture pour

les coupures profondes ou comme topique contre les douleurs dentaires (Fern, 2014).

2.5 Obijectifs de I’étude

La précédente étude de 2016 réalisée sur les réseaux moléculaires a également permis de

détecter la présence de nouveaux analogues de SWs. En effet, dans le cluster présenté Figure
6, des nodes ne sont pas identifiées comme étant des SWs connues.

L’objectif de cette étude est d’isoler et caractériser les composé€s minoritaires présents dans les
fruits de M. tanarius, étant potentiellement de nouveaux analogues de SWs. Une étude de
’activité biologique de ces minoritaires sera alors réalisée afin de compléter les connaissances

de relations structure-activité.

3 Matériels et méthodes

3.1 Matériel végétal

Ce travail concerne les fruits de Macaranga tanarius (Euphorbiaceae) provenant de la récolte
du 10 juin 2014 effectuée au Vietnam a A Ludi (dans la province de Thira Thién-Hué) (cf.
Figure 9). La plante a ét¢ identifiée lors de la récolte par N.T. Cuong. Un herbier de référence
est disponible a I'Institut d'Ecologie et des Ressources Biologiques (IEBR) de I’Académie des
Sciences et Technologies du Vietnam (VAST) a Hanoi, au Vietnam, dont le code est VN-2371
(cf. Figure 10).



Fruits séchés de Macaranga tanarius (50 kg)

Lavage éthanolique (2 x 70 L)
Filtration, évaporation

Solution éthanolique (12 L)

Partition liquide/liquide, H,O (5L)/Et,O (5L)

v |

Fraction Et,0 (847 g) Fraction aqueuse (5 L)

Figure 11 : Premiers travaux d'isolement effectués au Vietnam suite a la récolte des fruits de M. tanarius

Tableau 1 : Conditions expérimentales des chromatographies flash

Masse Débit Durée de la
Fraction Type de colonne Phase mobile
(g (ml/min) méthode (min)
PN, FlashPure EcoFlex Gradient Heptane-Acétate
F7 12 . 200 50
Silica® 330 g d’éthyle, 7:3 a 0:1
F7-13 0,768 PI, C18 Reveleris® 40 g Gradient Eau-ACN, 6:4 4 0:1 40 60
PN, FlashPure EcoFlex Gradient Heptane-Acétate
F8 18 90 N.R.
Silica® 220 g d’éthyle, 6:4 a 0:1

PI, C18 FlashPure

F8-4 1,300 Gradient Eau-ACN, 7:3 2 0:1 60 60
EcoFlex® 80g

F8-4e 0,205 PI, C18 Reveleris® 12 g Gradient Eau-ACN, 8:2 4 0:1 30 80




3.2 Extraction (Vietnam)

Des premicres extractions ont été effectuées au Vietnam. Les fruits séchés de Macaranga
tanarius (50 kg) ont été lavés avec de I’éthanol (2 x 70 L), puis une partition liquide/liquide a
¢été réalisée en ajoutant de 1’eau (5 L) et du diéthyléther (5 L) (cf. Figure 11). La solution de
diéthyléther a été évaporée, et les 847 g d’extrait ont été envoyés a ’ICSN.

3.3 Méthodes chromatographiques d’analyse, de fractionnement et de
purification

3.3.1 Chromatographie sur Couche Mince

Les dépdts ont été réalisés sur des plaques de silice 60 Fs4 (Merck®) sur support en aluminium,
d’une épaisseur de 0,25 mm.

C’est une technique utilisée avant et apres chaque étape de fractionnement afin de trouver le
meilleur systéme de solvants pour la séparation et pour visualiser les différents composés d’une
fraction.

Aprées migration et séchage, la révélation s’effectue dans un premier temps par lumiere UV a
254 nm (par extinction de fluorescence) et 366 nm (par fluorescence) puis par pulvérisation

d’un révélateur chimique non spécifique, la vanilline sulfurique, et chauffage.

3.3.2 Chromatographie Flash

Le fractionnement de certains extraits a été réalisé par chromatographie flash (CF) sur un
appareil CombiFlash® Companion® (Teledyne ISCO®). Les conditions de chaque
fractionnement par CF sont résumées Tableau 1 :
= En phase normale (PN) sur une colonne de silice FlashPure EcoFlex Silica® 330 g
(Buchi®) a partir de 12 g d’extrait F7 (dépot solide avec célite), avec une phase mobile
constituée d’un mélange Heptane/Acétate d’éthyle en mode gradient et un débit de 200
ml/min ; d’une colonne de silice FlashPure EcoFlex Silica® 220 g (Buchi®) a partir de
18 g d’extrait F8 (dépdt solide avec célite), avec une phase mobile constituée d’un
mélange Heptane/Acétate d’éthyle en mode gradient et un débit de 90 ml/min.
La CF de F8 a été réalisée au préalable par Céline Rampal.
= En phase inverse (PI) sur une colonne C18 Reveleris® 40 g (Grace®) a partir de 768
mg d’extrait F7-13 (dépdt solide avec célite), avec une phase mobile constituée d’un
mélange Eau/Acétonitrile en gradient et un débit de 40 ml/min ; d’une colonne C18
FlashPure EcoFlex® 80 g (Buchi®) a partir de 1,30 g d’extrait F8-4 (dépdt solide avec

célite), avec une phase mobile constituée d’un mélange Eau/Acétonitrile en gradient et



Tableau 2 : Gradient d’élution général utilisé en CLHP pour les controles analytiques

Temps (min) Eau (%) Acétonitrile (%)

0 90 10
5 90 10
35 0 100
49 0 100

» . Dp

Débit = Débitypg x — x —

prep ana La Dé

Avec :

Débity,., : débit utilisé en CLHP préparative

Débit,,, : débit utilisé en CLHP analytique

L, et L, : longueur de la colonne préparative (p) et analytique (a)

D, et D, : diamétre de la colonne préparative (p) et analytique (a)

Figure 12 : Facteur de transposition du débit

Tableau 3 : Conditions expérimentales des CLHP semi-préparatives

Débit Durée de la
Fraction Masse (mg) Type de colonne Phase mobile
(ml/min)  méthode (min)
Semi-préparative, Kromasil Isocratique H,O-ACN,
F7-13¢ 14,1 4,7 40
(5pm, 10 x 250 mm) 40-60
Semi-préparative, Kromasil Isocratique H,O-ACN +
F7-13d 64,6 4,7 60
(5um, 10 x 250 mm) HCOOH, 60-40
Semi-préparative, Kromasil Isocratique H,O-ACN,
F7-13e 22,1 4,7 40
(5pm, 10 x 250 mm) 50-50
Semi-préparative, Kromasil Isocratique H,O-ACN,
F7-13f 1434 4,7 40
(5pm, 10 x 250 mm) 45-55
Semi-préparative, Kromasil Isocratique H,O-ACN,
F8-4eb 5,6 4,7 50
(5pm, 10 x 250 mm) 35-65
Semi-préparative, Kromasil Isocratique H,O-ACN +
F8-4ec 21,4 4,7 60
(5um, 10 x 250 mm) HCOOH, 35-65
Semi-préparative, Kromasil Isocratique H,O-ACN,
F8-dee 7,2 4,7 30

(5pm, 10 x 250 mm)

55-45




un débit de 60 ml/min ; et d’une colonne C18 Reveleris® 12 g (Grace®) a partir de 204,6 mg
d’extrait F8-4e (dépdt solide avec célite), avec une phase mobile constituée d’un mélange
Eau/Acétonitrile en gradient et un débit de 30 ml/min. Cet appareil est équipé d’un détecteur
UV, ce qui a permis le suivi et I’adaptation de 1’¢lution a une longueur d’onde de 330 nm

(caractéristique des schweinfurthines).

3.3.3 Chromatographie Liquide Haute Performance

3.3.3.1 Analytique

Un contrdle analytique de chaque fraction (obtenues a la suite du fractionnement par CF) est
réalisé sur une chaine de Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP ou HPLC en
anglais) Alliance® (Waters 2695) équipée de deux systemes de détection : un détecteur
UV/Visible a barrettes de diode (DAD) (Waters 2996) et un détecteur évaporatif a diffusion de
lumiére (DEDL) (Waters 2424).

La colonne analytique utilisée est une phase inverse Kromasil C18® (Thermo®), 5 um, 250
mm x 4,6 mm, avec un systéme binaire de solvants Eau/Acétonitrile. Le débit est de 1 ml/min.
Pour les contrdles analytiques, un gradient d’élution général est utilisé (cf. Tableau 2).

Les mises au point pour assurer la purification des composés s’effectuent également sur la

chaine CLHP Alliance®, avec un mode d’élution isocratique.

3.3.3.2 Préparative

Les composés ont ensuite été isolés sur une chaine CLHP semi préparative Autopurif
(Waters®) avec injecteur collecteur (Waters 2767 Sample Manager, Waters 2545 Binary
Gradient Module, Waters 515 HPLC pump), relié¢ a un détecteur UV (Waters 2996) et DEDL
(PL ELS 1000).

La colonne utilisée est une colonne semi préparative Kromasil C18® (Thermo®), 5 um, 250
mm x 10 mm, avec un systéme de solvant binaire Eau/Acétonitrile en mode isocratique et un
débit correspondant selon les mises au point effectuées au préalable sur la chaine analytique et

la formule de transposition du débit (cf. Figure 12 et Tableau 3).

3.4 Meéthodes de détermination structurale

3.4.1 Spectrométrie de Masse Haute Résolution

Les spectres de masse ont été acquis sur une chaine de Chromatographie Liquide Ultra Haute
Performance (UHPLC en anglais) Acquity® (Waters®) couplée a un appareil LCT Premier
XE (Waters®) équipé d’une source d’ionisation electrospray (ESI) en mode positif ou négatif

et d’un analyseur a temps de vol (TOF).






L’injection des échantillons a été effectuée sur une colonne BEH C18, 1,7 um, 2,1 mm x 50
mm, avec un gradient Eau/Acétonitrile de 95/5 a 0/100, a la concentration de 2 ng/puL.

Les spectres ont été visualisés et traités avec le logiciel MassLynx®.

3.4.2 Spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire

Afin d’identifier les composés isolés, des expériences de Résonance Magnétique Nucléaire
(RMN) a une dimension ont été réalisées (‘'H et °C), ainsi que des expériences & deux
dimensions homonucléaires (COSY, ROESY) et hétéronucléaires (HMBC, HSQC). Elles ont
été effectuées sur un appareil Brucker® Advance AMX-500 (RMN a 500 MHz).

Les échantillons a analyser ont été solubilisés dans de I’acétonitrile-d;.

Les spectres ainsi obtenus ont été retraités avec le logiciel TopSpin® (Brucker®). Les
déplacements chimiques () sont exprimés en partie par million (ppm) et les constantes de
couplage (J) en Hertz (Hz). La multiplicit¢ des signaux est donnée par les abréviations

suivantes : s (singulet), d (doublet), t (triplet), q (quadruplet) et m (multiplet).

3.4.3 Spectroscopie Ultra-Violet

Les valeurs d’absorbance (A) et le coefficient d’extinction molaire (&) ont été obtenus sur un
spectrophotomeétre Cary 100 (Varian®), les composés ayant été solubilisés dans du méthanol a

une concentration de 0,01 mg/ml.

3.4.4 Spectroscopie Infrarouge

Les spectres infrarouge (IR) ont été enregistrés sur un spectrometre a transformée de Fourier
Spectrum 100 FT-IR (Perkin-Elmer®). La mesure de I’absorption (en cm™) a été effectuée sur

des produits secs.

3.4.5 Polarimétre
Les pouvoirs rotatoires ont été calculés sur un polarimeétre MCP 300 (Anton Paar®), a une
température de 20 °C. La source lumineuse monochromatique utilisée correspond a la raie D
du sodium (A = 589,3 nm). Les composés ont ¢été solubilisés dans du méthanol a une

concentration de 0,005 g/ml, et ont été placés dans une cuve de 350 pl et 100 mm.
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3.5 Déréplication : réalisation d’un réseau moléculaire

Une analyse par chromatographie liquide et spectrométrie de masse en tandem (LC-
HRMS/MS) des fractions F1 a F9 ainsi que des sous-fractions obtenues de F8 a été réalisée.
Les données en format propriétaire ont été converties en format libre grace au logiciel MS
Convert® puis prétraitées avec le logiciel MZmine2®. Les réseaux moléculaires ont été générés
en utilisant le logiciel MetGem. C’est un logiciel libre d’acces permettant la construction et la
visualisation parallele de deux types de réseaux moléculaires complémentaires, dont ’un est
basé sur 1’analyse GNPS, et I’autre sur un algorithme nommé t-SNE. Les données du réseau
moléculaire ont été comparées a des standards de SWs (synthétisés ou isolés lors de travaux

antérieurs a I’ICSN) et aux bases de données publiques. Ce travail a été réalisé par Cécile Apel.

3.6 Evaluation de I’activité biologique

Les tests de cytotoxicité ont été effectués sur deux lignées cellulaires cancéreuses : U87 MG et
AS549, cultivées respectivement dans des milieux DMEM et RPMI 1640 complémentés a 10 %
de sérum de veau feetal. Les cultures cellulaires sont maintenues a 37 °C sous une atmosphére
humide contenant 5 % de CO,. Des repiquages sont réalisés deux fois par semaine afin
d’entretenir le stock et de préparer les cellules pour les tests de cytotoxicité.

Afin d’évaluer I'ICsy des composés purifiés, les cellules des différentes lignées ont été
ensemencées sur des plaques 96 puits (3 500 cellules/puits) contenant 100 pL. de milieu. Apres
24 h d’incubation (37 °C, 5 % CQOy), les cellules ont ensuite été mises en présence des composés.
Pour cela, chaque produit est dissous dans du DMSO & 107 M, utilisé comme solution mére
pour les différentes dilutions. Chaque dilution au DMSO (107 4 5.10”7 M) a ensuite été diluée
au centiéme avec du milieu de culture dont 1/10 a été prélevé pour traiter les lignées cellulaires
selon la gamme de concentration suivante, en triplicat : 1.10'5, 5. 10'6, 1.10'6, 5. 10‘7, 1.10'7, 5.10°
5,1.10%,5.10°,1.10°, 5.10"° M. Aprés 72 h d’incubation (37 °C, 5 % CO,), 100 uL du réactif
CellTiter-Glo ® ont été ajoutés dans chaque puit, et la luminescence a ét¢ mesurée au bout de
30 minutes. Le principe du réactif utilisé est présenté Figure 13. La luminescence observée est
proportionnelle a la quantité d’ATP présent, elle-méme proportionnelle au nombre de cellules
vivantes contenues dans la culture. Les valeurs ainsi obtenues sont comparées aux cellules non
traitées, permettant 1’obtention d’un pourcentage de viabilité cellulaire, et donc de I’'ICsy,

concentration a laquelle il reste 50 % de cellules vivantes.



Extrait des fruits de Macaranga tanarius (343.7g)

¢ Fractionnement par Chromatographie de Partage Centrifuge
¢ Colonne CPC 12,5L + PLC2500
¢ Rendement : 99 %

oYy ooy v

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9
55.40¢g 51.70 g 69,50 g 72,90¢g 26,30 g 11,10¢ 15,00 g 18,20 g 19,38 g
16,12 % 15,04 % 20,22 % 21,21 % 7,65 % 3,22% 4,36 % 5,30 % 5,67 %

Figure 14 : Schéma de fractionnement de la chromatographie de partage centrifuge réalisée sur l'extrait de M. tanarius
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Figure 15 : Chromatographie sur couche mince récapitulative des fractions F1 a F9 obtenues de la chromatographie de
partage centrifuge : (a) vanilline sulfurique, (b) 366 nm, (c) 254 nm

F8 (18,20 g)

¢ Fractionnement par Chromatographie Flash en phase normale
¢ Gradient Heptane/Acétate d’éthyle (60:40 a 0:100)
¢ Rendement : N.R.

| ! | | | |

F8-1 F8-2 F8-3 F8-4 F8-5 F8-6
N.R. 1,87 g 358 1,39g 6,818 1,30g

¢ Fractionnement par Chromatographie Flash en phase normale ¢ Fractionnement par Chromatographie Flash en phase normale
¢ Gradient Dichlorométhane/Méthanol (98:2 & 90:10) ¢ Gradient Dichlorométhane/Méthanol (98:2 & 90:10)
¢ Rendement : 100 % ¢ Rendement : 100 %

T T

F8-3a F8-3b F8-3c F8-3d F8-3e F8-3f F8-5a F8-5b F8-5¢ F8-5d F8-5e F8-5f F8-5g
367,9mg 7257mg 1190,0mg 135,0mg 218,8mg 995,1 mg 139,0mg 1130,0mg 1016,0mg 1846,0mg 534,7mg 2553,7mg 132,5mg
SWF SWG SW G SWE SWE +VDL VDL VDL

Figure 16: Schéma récapitulatif des travaux de la chromatographie flash de F'8 effectuée par Céline Rampal a I'ICSN



4 Reésultats

4.1 Travaux antérieurs

4.1.1 Fractionnement préalable par Chromatograhie de Partage Centrifuge

En 2018, un laboratoire indépendant a réalisé le fractionnement par Chromatographie de
Partage Centrifuge (CPC) de 343,7 g de I’extrait de fruits de M. tanarius provenant du Vietnam :
9 fractions (F1-F9) ont été obtenues avec un rendement de 99 % (cf. Figure 14). La

Chromatographie sur Couche Mince (CCM) récapitulative est présentée Figure 15.

4.1.2 Chromatographie Flash

Afin d’isoler certaines SWs, une CF a été réalisée sur F8 par Céline Rampal a I’'ICSN qui a
ensuite effectué¢ deux autres CF sur F8-3 et F8-5, ce qui a permis 1’extraction de la SW F et de
la SW G a partir de F8-3, et de la SW E et de la VDL a partir de F8-5. La synthése de ses

travaux sont présentés Figure 16. Ils ont permis un pré-fractionnement de F8.

4.2  Etude phytochimique

4.2.1 Orientation du travail : utilisation des UV comme outil de déréplication

Un controle analytique par HPLC a été effectué sur F1 a F9. Avant de créer et d’explorer les
réseaux moléculaires, les spectres UV des composés contenus dans chacune des fractions ont
¢été analysés de facon a repérer celles contenant les SWs. En effet, le spectre d’absorption UV
caractéristique d’une SW présente un maximum a ~ 330 nm correspondant au motif trans-
stilbene. Ce travail préliminaire a permis de sélectionner la fraction F7 contenant les bandes

d’absorption caractéristiques UV des SWs pour les purifications ultérieures.
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Figure 17 : Réseaux moléculaires obtenus de F'1 a F9 et F§8-1 a F8-6 réalisé par Cécile Apel a I'ICSN, (a) visualisation
GNPS, (b) visualisation t-SNE. En rouge : masses correspondants aux SWs des bases de données interne, en vert : masses
correspondants aux SWs des bases de données publiques, en bleu : masses correspondants aux produits naturels des bases

de données publiques

Cluster 2

Cluster 1

a

Cluster 3

Figure 18 : Clusters d'intérét des SWs, (a) et (b) visualisation du GNPS, (c) visualisation t-SNE. En rouge . masses
correspondants aux SWs des bases de données interne, en vert : masses correspondants aux SWs des bases de données
publiques



4.2.2 Etude déréplicative grace aux réseaux moléculaires

La réalisation d’un réseau moléculaire par Cécile Apel a I’'ICSN a partir des fractions obtenues
de la CPC (F1-F9) ainsi que des sous-fractions obtenues par CF de F8 (F8-1-F8-6) a permis de
repérer les fractions contenant potentiellement de nouvelles SWs. Ce réseau est présenté Figure
17.

Les composés de référence ont permis d’identifier facilement les clusters d’intérét (cf. Figure
18). Les nodes en rouge correspondent aux spectres de masse des standards de SWs de la base
de données interne a ’ICSN. Les nodes en vert correspondent aux spectres de masse des SWs
des bases de données publiques et les nodes en bleu correspondent aux spectres de masse
d’autres produits naturels de ces bases de données publiques.

Deux clusters distincts sont retrouvés sur 1’analyse classique GNPS. Les masses m/z des ions
[M+H]" retrouvées dans le cluster 1 correspondent a celles de SWs comportant le motif HHX
telles que les SWs E, F, G, Q et la VDL. Celles retrouvées dans le cluster 2 correspondent a
celles de SWs ne comportant pas ce motif telles que les SWs C, K, N, la mappaine et la
méthyl-mappaine. Hypothétiquement, le cluster 1 correspondrait au cluster des SWs a motif
HHX, et le cluster 2 regrouperait les SWs sans motif HHX.

Le réseau moléculaire obtenu par I’analyse t-SNE de MetGem permet quant a lui d’observer un
regroupement des nodes d’intérét au sein d’une méme zone (nommée cluster 3) (cf. Figure 18),
confirmant une relation structurelle proche entre ces différentes SWs, a motif HHX ou non.
Les nodes grises des clusters 1 et 2 correspondent potentiellement a de nouveaux analogues des
SWs connues. De plus, on retrouve plusieurs nodes rouges correspondant a des composés de
masses identiques, indiquant I’existence de plusieurs isomeéres au sein de I’extrait. Il sera donc
important de vérifier la présence éventuelle de nouveaux isomeres.

Grace au prétraitement des données de LC-HRMS/MS par MZmine2, les métadonnées
associées aux réseaux indiquent les aires de pic et permettent de comparer les abondances
relatives des ions au sein des fractions. Il est donc possible de déterminer dans quelle fraction
un composé est majoritairement présent. Ainsi, appliquer un critére « d’aire maximale » sur les
nodes grises et rouges des clusters 1 et 2 permet de repérer les fractions contenant de potentiels
nouveaux analogues de SWs, et par conséquent de prioriser leur étude. On constate ainsi qu’ils
sont présents majoritairement dans les fractions F7, F8-4, F8-5 et F8-6. Le choix de la suite de

I’étude a donc été porté sur F8-4, avec confirmation de I’intérét porté a F7.
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F7 (12 g)

¢ Fractionnement par chromatographie flash en phase normale
¢ Gradient Heptane/Acétate d’éthyle (70:30 & 0:100)
¢ Rendement : 97 %

oo

voov v

Voo

F7-1 F7-2 F7-3 F7-4 F7-5 F7-6 F7-7 F7-8 F7-9 F7-10 F7-11 F7-12
899 mg 321mg 121mg 354 mg 470mg 352 mg 347mg 337mg  269mg 293 mg 674 mg 940 mg
ol
F7-13 F7-14 F7-15 F7-16 F7-17 F7-18 F7-19 F7-20 F7-21

768 mg 347 mg 770 mg 388 mg 1012mg 634 mg 1174 mg 501 mg 647 mg

# Fractionnement par chromatographie flash en phase inverse
¢ Gradient Eau/ACN (60:40 a 0:100)
¢ Rendement : 79 %

vy

F7-13a F7-13b
49mg 10,6 mg

¢ Purification C'*-HPLC

Voo

¢ Isocratique Eau/ACN (40:60)

Loy vy

Vo by

Composé 1
1,6 mg (p = 0,00047 %)

HO

/OH

OH

F7-13c F7-13d F7-13e  F7-13f F7-13g F7-13h F7-13i F7-13j F7-13k F7-131 F7-13m
14,1 mg 64,6 mg 22,1mg 143,4mg 7,0mg 19,3mg 282mg 107,0mg 1254mg 54,6 mg 6,1 mg
e ] ¢ Purification c®-HpPLC
¢ Pu”ﬁwf“on c-HPLC ¢ Isocratique Eau/ACN (45:55)
¢ Isocratique Eau/ACN (50:50)
¢ Purification c®-HpLC v
Composé 2 S heoon a0y composes Composé 7
1,0 mg (p =0,00029 %) : 6,5 mg (p =0,00189 %) Composé 6 9.4m
l 6,0 mg (p =0,00175 %) T Kg

Composé 3 Composé 4
3,8mg 29mg
SWG SWF

Figure 19 : Résumé des travaux de purification sur F7




La synthese des travaux de purification sur F7 et F8-4 est présentée Figure 19 et Figure 20. Les

nouveaux composés minoritaires isolés de ces fractions sont encadrés en rouge.

F8-4 (1,39 g)

¢ Fractionnement par chromatographie flash en phase inverse
¢ Gradient Eau/ACN (7:3 @ 0:1)
¢ Rendement : 93 %

oy v b

F8-4a F8-4b F8-4c F8-4d F8-4e F8-4f F8-4g F8-4h F8-4i
443mg 490 mg 16,6 mg 25, 7mg 204,6 mg 251,4mg 198,7mg 213,5mg 202,8mg

¢ Fractionnement par chromatographie

flash en phase inverse
¢ Gradient Eau/ACN (80:20 ¢ 0:100)

¢ Rendement : 91 %

R

F8-4ee F8-def F8-4eg F8-4eh F8-4ei F8-4ej

F8-4ea F8-4eb  F8-4ec F8-4ed

14,5 mg 56mg 21,4mg 34,8 mg 7,2mg 4,8mg 20,6 mg 8,2mg 61,8 mg 6,8 mg
B ¢ Purification
¢ Purification C**-HPLC Cé.HPLC
¢ Isocratique Eau/ACN (65:35) ¢ Isocratique + Purification C*-HPLC
Eau/ACN +0,1% ¢ Isocratique Eau/ACN (55:45)
HCOOH (65:35)
Composé 8 l Composé 11
1,3 mg (p =0,00038 %) | N 1,5mg
Composé 9 Composé 10 SWE

1,7 mg (p = 0,00049 %)

3,2 mg (p =0,00093 %)

Figure 20 : Résumé des travaux de purification sur F8-4
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Figure 21 : Profil chromatographique de F7-13 obtenu par un gradient général d’élution, accompagné de certains UV
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Figure 22 : Mises au point en HPLC analytique de F7-13c, F7-13d, F7-13e et F7-13f



4.2.3 Purification des composés minoritaires

4.2.3.1 Etude de la fraction F7 :

¢ Fractionnement : Cf. Figure 19
Une premiére CF en phase normale a permis le fractionnement de F7 en 21 fractions (F7-1-F7-
21). Un contrdle analytique par CLHP de chacune de ces fractions a orienté la poursuite du
travail sur F7-13, dont les mises au point de purification paraissent relativement simples, dont
la quantité disponible est importante (768 mg) et présentant de nombreux UV caractéristiques
de SWs (cf. Figure 21).
Aprés mise au point en HLPC analytique, une CF en phase inverse de F7-13 a donc été
effectuée, aboutissant a 1’obtention de 13 fractions (F7-13a-F7-13m), suivi d’un controle
analytique de chacune de ces fractions. Les plus simples a purifier directement en HPLC semi-
préparative sont F7-13c¢, F7-13d, F7-13e et F7-13f. Une mise au point des conditions de
séparation a donc été effectuée sur ces quatre fractions (cf. Figure 22) :
F7-13c : cette fraction présente deux composes intéressants dont les conditions de purification
correspondent a une élution isocratique Eau-ACN, 40-60. Leur temps de rétention tg dans ces
conditions est de 18,25 min et 24,72 min pour le premier et deuxiéme pic respectivement.
F7-13d : cette fraction a été sélectionnée pour étre purifiée car elle présente deux pics ayant le
méme tg que la SW G et F (comparaison effectuée avec les SWs précédemment isolées a
I’ICSN et injectée en HPLC analytique avec un gradient général d’¢lution). Elle servira
d’entrainement pour ’analyse structurale de ces composés. La mise au point pour les purifier
correspond a une €lution isocratique Eau-ACN, 60-40 avec 0,1 % d’acide formique. Leur temps
de rétention tg dans ces conditions est de 34,28 min pour le premier pic et 43,67 min pour le
deuxiéme.
F7-13e : cette fraction présente un compos¢ intéressant dont les conditions de purification
correspondent a une élution isocratique Eau-ACN, 50-50, avec un tg de 22,61 min.
F7-13f : cette fraction présente trois composés intéressants dont les conditions de purification
correspondent a une élution isocratique Eau-ACN, 45-55, avec un tg de 19,05 min, 26,02 min
et 29,99 min pour le premier, deuxiéme et troisiéme pic respectivement.

e Purification :
Les pics précédemment repérés ont été isolés en HPLC semi-préparative selon les mises au
point effectuées et le calcul du nouveau débit grace au facteur de transposition.
F7-13c : deux produits ont été isolés de cette fraction : le composé 1 et le composé 2, dont les

quantités respectives sont 1,6 mg et 1,0 mg.
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F7-13d : deux produits ont été isolés de cette fraction : le composé 3 et le composé 4, dont les
quantités respectives sont 3,8 mg et 2,9 mg.

F7-13e : 6,5 mg d’un produit ont été isolés de cette fraction, il sera nommé composé 5.
F7-13f : les trois pics de cette fraction ont été purifiés, cependant il semble y avoir deux
composés sous le troisiéme pic qui ne seront pas étudiés dans ce rapport. Les deux autres

produits isolés seront nommés composés 6 et 7, leur quantité respective est de 6,0 et 9,4 mg.

4.2.3.2 Etude de la fraction F8-4 :

e Fractionnement : Cf. Figure 20
Une premicre CF en phase inverse a permis le fractionnement de F8-4 en 9 fractions (F8-4a-
F8-4i). Un controle analytique par CLHP de chacune de ces fractions a orienté la poursuite du
travail sur F8-4e (cf. Figure 23) car cette dernicre est en quantité plus importante et elle contient
de nombreux UV de SWs.
Ainsi, aprés mise au point en HPLC analytique, une CF en phase inverse de F8-4e a ¢été
effectuée, aboutissant a 1’obtention de 10 fractions (F8-4ea-F8-4ej), suivi d’un controle
analytique de chacune de ces fractions. Celles pouvant étre directement purifiées en CLHP
semi-préparative sont F8-4eb, F8-4ec et F8-4ee. Une mise au point a donc été effectuée sur ces
trois fractions (cf. Figure 24) :
F8-4eb : cette fraction présente un composé intéressant dont les conditions de purification
correspondent a une ¢lution isocratique Eau-ACN, 65-35. Son temps de rétention tg dans ces
conditions est de 27,20 min.
F8-4ec : cette fraction présente deux composés intéressants dont les conditions de purification
correspondent & une ¢élution isocratique Eau-ACN avec acide, 65-35. Leur temps de rétention
tr dans ces conditions est de 36,82 min pour le premier pic et 42,63 min pour le deuxiéme.
F8-4ee : cette fraction présente un composé intéressant dont les conditions de purification
correspondent a une élution isocratique Eau-ACN, 55-45, avec un tg de 19,75 min.

e Purification :
Les pics précédemment repérés ont été isolés en HPLC semi-préparative selon les mises au
point effectuées et le calcul du nouveau débit grace au facteur de transposition.
F8-4eb : 1,3 mg d’un produit a été isolé de cette fraction, il sera nommé composé 8.
F8-4ec : deux produits ont été isolés de cette fraction : le composé 9 et le composé 10, dont les
quantités respectives sont 3,2 mg et 1,7 mg.

F8-4ee : 1,5 mg d’un produit a été isolé de cette fraction, il sera nommé composé 11.
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Tableau 4 : Synthese de l'élucidation des composés 3, 4, 7 et 11

[M+H]" Masse Masse molaire Formule
Identification Remarque
(m/7) calculée (g/mol) brute
. Confirme les
, CyH3;,05" = . .
Composé 3 465,2637 464,6020 CyoH3605 SW G observations faites en
465,2636
423.1
C30H3005 = Analogue méthoxylé
Composé 4  479,2795 478,6290 C39H3505 SWF
479,2792 delaSW G
. Cz9Hs705+ =
Composé 7  465,2635 464,6020 Cy9H3605 SW K -
465,2636
; Csonos+ =
Composé 11 495,2721 494,6280 C39H350¢ SWE -
495,2747

Composé 1 OH Composé 2 OH
C24H2g04 C24H2805
380,20 g/mol 396,48 g/mol

Composé 8 Composé 10
Ca9H3605 C30H3505
480,60 g/mol 494,63 g/mol

Figure 25 : Structure des nouveaux composés isolés des fruits de M. tanarius
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Figure 26 : Spectre de masse du composé 8



Ainsi, ces travaux de purification ont abouti a I’isolement de onze composés dont quatre sont
connus, les SWs E, F, G et K| et sept sont nouveaux. Pour des raisons de confidentialité, les

nouveaux composés 5, 6 et 9 ne seront pas présentés dans ce rapport.

4.2.4 Détermination structurale

L’analyse structurale des composés commence par 1’obtention de leur masse exacte par analyse

HRESIMS, permettant une proposition de formule brute.

4.2.4.1 Schweinfurthines connues :
Les spectres RMN 'H des composés 3, 4, 7 et 11 ont permis leur identification en comparant
les données des spectres avec les données de la littérature et les spectres RMN 'H de SWs
isolées précédemment en interne & I’'ICSN. Une analyse HRESIMS a été réalisée pour ces
quatre composés, ainsi qu'une RMN totale pour les composés 3, 4 et 7 afin de valider leur
structure, ce qui a été un bon entrainement pour I’¢lucidation future des nouveaux composés.
Le détail de I’analyse des RMN totales de ces composés ne sera pas présenté dans ce rapport.

La synth¢se de leur identification est présentée Tableau 4.

4.2.4.2 Nouveaux composés
Les nouveaux composés isolés sont présentés Figure 25. Seule 1’analyse structurale du composé
8 sera décrite entierement.
e Composé 8 :

Le spectre de masse du composé 8 obtenu en HRESIMS présente un ion pseudomoléculaire
[M+H]" a m/z 481,2562 (calculé pour Ca9H3706" = 481,2590) correspondant & la formule brute
C29H360¢ (cf. Figure 26). Le degré d’insaturation de ce composé est 12.

Le spectre UV présente une bande avec un maximum d’absorption a 330 nm, caractéristique

du motif trans-stilbéne des SWs.
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Figure 27 : Comparaison de la RMN 'H du composé 8 avec celle de la SW G (RMN 500 MHz, CD;CN)

Tableau 5 : Données RMN des composés 8 et 10 (CD;CN, 500 MHz)

Position

1
2
3a
3b
4a
4b

1”’a
1’
97
3
47
5

dc
39,2
78,0
29,0

38,5

78,6
141,7
146,7
110,6
130,5
120,5
124,0
23,6
48,2
27,7
14,8
20,4

129,1
127,0
138,3
107,3
156,6
108,1
155,8
105,2
27,1

69,7
77,6
25,6
21,3

Composé 8
oy (Jin Hz)
3,34, m
1,77, m
1,60, m
2,02, m
1,75, m

6,85, s

6,78, s
2,72, m
1,70, m
1,06, s
0,83, s
1,21,

6,92, d (16,3)
6,81, d (16,3)

6,45, d (1,2)

6,52, d (1,2)
2,83, dd (17,2, 5.,4)
2,47,dd (17,2, 6,8)

3,72, m

1,28, s
1,22, s

Sc
39,2
78,0
29,0

38,7

77,9
143,8
150,1
108,0
130,0
121,8
124,1
23,8
478
27,7
14,8
20,3
56,3
129,1
127,0
138,3
107,2
156,6
108,2
155,3
105,2
27,1

69,7
77,6
25,6
21,3

Composé 10

ou (J in Hz)
3,32,dd (11,0, 3,3)
1,74, m
1,59, m
1,96, m
1,71, m

6,96, s
6,85, s

2,71, d (9,0)
1,65, (9,0)
1,05, s
0,83, s
1,18, s
3,80, s
6,97, d (16,3)
6,87, d (16,3)

6,47, s

6,53, s
2,83, dd (17,4, 5,2)
2,48, dd (174, 6,9)
3,73, 1(6,0)

1,29, s
1,22,

T
1




Le spectre RMN 'H présente les signaux spécifiques aux SWs possédant le motif HHX (cf.

Figure 27 et Tableau 5). En effet, on observe :

Plusieurs singulets entre 0,8 et 1.4 ppm correspondants aux méthyles du motif HHX :
ils se situent a oy 0,83, 1,06 et 1,21 ppm (respectivement H-15, H-14, H-16).

Un massif de signaux entre 6,4 et 7 ppm correspondant aux protons de la double liaison
trans-stilbéne et aux protons aromatiques des cycles C et D : on retrouve deux protons
oléfiniques a oy 6,81 et 6,92 (respectivement H-2* et H-1°, J = 16,3 Hz) indiquant la
présence d’une double liaison de configuration £ en C-1°/C-2’. Ces deux protons sont
corrélés en HMBC avec les carbones a oc 130,5 et 138,3 (respectivement C-9 et C-3”)
(cf. Figure 28A). La double liaison relie donc deux cycles aromatiques (C et D). Les
protons aromatiques du cycle C se situent a oy 6,78 et 6,85 ppm (respectivement H-10
et H-8), ceux du cycle D a oy 6,45 et 6,52 ppm (respectivement H-10 et H-8, J = 1,2
Hz).

De plus, on retrouve la présence d’un systéme de spin de type —CH(O)-CH,-CH,- sur le spectre

COSY du composé 8 suggérant que le groupement hydroxyle est positionné en C-2 (cf. Figure
29A et B). Cela est confirmé par les corrélations H-3/C-2, H-4/C-2, H-15/C-1 et C-2, et H-
16/C-4 en HMBC (cf. Figure 28B, C et D). La configuration relative du carbone C-2 a été

déterminée a partir des données de la littérature et des corrélations ROESY d’une part entre le

proton H-2 et les protons H-3a, H-4b, H13 et H14, et d’autre part entre le proton H-16 et les

protons H-4a et H-15, ainsi qu’entre le proton H-4a et le proton H3b (cf. Figure 30) (Yoder et
al., 2007).

Les spectres RMN 'H et °C du composé 8 et de la SW G sont trés proches mais des différences

sont observées (cf. Figure 27) :

L’absence chez le composé 8 du triplet intégrant pour un proton a g 5,17 ppm de la
SW G (proton éthylénique de la chaine prényle en para du cycle D).

Le singulet a 6,51 ppm intégrant pour deux protons pour la SW G (et correspondant aux
protons aromatiques du cycle D) se retrouve scindé en deux singulets a 6,45 et 6,52 ppm
intégrant chacun pour un proton chez le composé 8.

Deux singulets intégrant pour trois protons a oy 1,22 et 1,28 ppm correspondant a deux
méthyles chez le composé 8.

Le composé 8 présente un systeme ABX a oy 2,47 ppm (H-1",dd, J=6,8 et 17,2 Hz)
et 2,83 ppm (H-2"’, dd, J= 5,4 et 17,2 Hz), ainsi qu’un multiplet & oy 3,72 ppm (H-2"").
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Figure 30 : Corrélations COSY (en gras), HMBC (fleches bleues) et ROESY (fleches rouges) du composé 8



Ces observations révelent la présence d’un motif 2,2-diméthyldihydropyranol. C’est-a-dire
qu’il y a eu fusion du cycle pyranol en C-5’/C-6" du cycle benzénique. Cela est confirmé par
les corrélations COSY entre les protons H»-1"" et H-2" (cf. Figure 29C), et par les corrélations
HMBC entre les protons H-1"" et les carbones tertiaires oxygénés C-5" et C-7" a d¢ 155,8 et
156,6 ppm, le carbone C-2°’ portant I’hydroxyle a 6c 69,7 ppm, et le carbone tertiaire oxygéné
C-3’ (cf. Figure 28E et F). Les données RMN 'H et °C de ce motif sont similaires a celles de
la SW L possédant un cycle dihydropyranol identique, qui résulte de I’addition intramoléculaire
d’un groupe hydroxyle phénolique sur la chaine isoprénique dont la double liaison a été
époxydée (Péresse et al., 2017b).

Les corrélations ROESY entre les protons H-1""a et H3-4, entre les protons H-1""b et H3-5’
et entre les protons H-2’" et H3-4"” permettent d’établir une configuration relative des carbones
C-1"", C-2 et C-3"" : les protons H3-4’’ et H-1""a sont orientés dans le plan oppos¢ a celui de
I’hydroxyle. De plus, H-2"* posséde deux constantes de couplage de faibles intensités (5,4 et
6,8 Hz), traduisant son orientation pseudo-équatoriale. On en déduit la position axiale de
I’hydroxyle porté par C-2”’, ainsi que des protons Hs-4"’ et H-1"" situés sur une face opposée a
I’hydroxyle.

Les corrélations COSY, HMBC et ROESY du composé 8 sont présentées Figure 30. Les

spectres de la RMN 'H et "°C sont présentés en Annexes I et II.
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Figure 31 : Comparaison de la RMN "H du composé 8 avec celle du composé 10 (RMN 500 MHz, CD;CN)

Figure 32 : Corrélations COSY (en gras), HMBC (fleches bleues) et ROESY (fleches rouges) du composé 10

Figure 33: Corrélations COSY (en gras), HMBC (fleches bleues) et ROESY (fleches rouges) du composé 2



e Composé 10 :
Le spectre de masse du composé 10 obtenu en HRESIMS présente un ion pseudomoléculaire
[M+H]" & m/z 495,2729 (calculé pour C3oH3006" = 495,2741) correspondant & la formule brute
C30H3306. Le degré d’insaturation de ce composé est 12.
Le spectre UV présente une bande avec un maximum d’absorption a 330 nm, caractéristique
du motif trans-stilbene des SWs.
Les spectres RMN 'H et >C du composé 8 et du composé 10 sont trés proches. On retrouve la
présence du motif HHX et du cycle diméthyldihydropyranol comme décrit pour le composé 8.
La seule différence observée est I’apparition d’un singulet a 3,80 ppm intégrant pour 3 protons
(cf. Figure 31 et Tableau 5), correspondant a la présence d’un groupe méthoxy positionné sur
le phénol en position C-7. Cela est confirmé par les corrélations HMBC entre les protons Hs-
17 et le carbone C-7. Ainsi, le composé 10 est un analogue méthoxylé du composé 8.

Les corrélations COSY, HMBC et ROESY du composé 10 sont présentées Figure 32.

e Composé?2:
Le spectre de masse du composé 2 obtenu en HRESIMS présente un ion pseudomoléculaire
[M+H]" a m/z 397,2027 (calculé pour C24H2905 = 397,2015) correspondant a la formule brute
C24H230s. Le degré d’insaturation de ce composé est 11.
Le spectre UV présente une bande avec un maximum d’absorption a 330 nm, caractéristique
du motif trans-stilbéne.
1 est déduit du spectre RMN 'H que le composé 2 est un analogue de SWs dépourvu du motif
HHX (la chaine géranyle n’est pas cyclisée). En comparant les données RMN du composé 2
avec celles de la littérature, et notamment celles de la SW L (Péresse et al., 2017b), il apparait
que la partie ouest est constituée d’un cycle dihydropyranol fusionné avec le cycle C via les
carbones C-1 et C-6, confirmé par les corrélations H,-7/C-1, H,-7/C-8, H-5/C-7, H-16/C-8 et
H-16/C-10 en HMBC (Figure 33).
Le spectre ROESY présente de fortes corrélations entre les protons Hz-16 a oy 1,59 et les
protons H-8 (g 3,86, m) et H-7b (du 2,69, dd). En s’appuyant sur ces résultats et sur ceux de
la littérature, notamment les données RMN d’une benzophénone isolée a partir des feuilles de
Tovomita longifolia possédant le méme motif, on peut déduire la configuration trans-diaxiale

entre I’hydroxyle OH-8 et le méthyle CH3-16 (Pecchio et al., 2006; Péresse et al., 2017b).
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Tableau 6 : Données RMN des composés 2 (CD;CN, 500 Tableau 7 : Données RMN des composés 1 (CD;CN, 500

MHz) MHz)

» Composé 2 » Composé 1

Position 5 S (1 T2 Position S (7 10 1)
1 141,6 - 1 129.2 -
2 146,7 - 2 155.5 -
3 111,0 6,92, s 3 128,9 7,29, d (1,5)
4 130,8 - 4 130.4 -
5 120,7 6,82, s 5 126,4 7,22,dd (8,2, 1,5)
6 121,7 - 6 116,2 6,78, d (8,2)
7a 31,7 2,99, dd (16,9, 4,7) 1’ 129,7 7,00, d (16,3)
7b 2,69, dd (16,9, 6,5) 2’ 126,6 6,84, d (16,3)
8 68,1 3,86, m 3’ 1413 -
9 80,8 - 4’ 105,9 6,48,d (1,4)
10 38,0 1,65, m 5’ 159,2 -
11 22,5 2,17, m 6’ 102,5 6,17, s
12 125,4 5,13, (6,6) 7 159,2 -
13 132,4 - 8’ 105,9 6,48,d (1,4)
14 25,8 1,66, s 1 29,0 3,30,d (7,2)
15 17,7 1,59, s 2 123,3 5,36,t(7,2)
16 19,3 1,28, s 3 137,2 -
1’ 129,7 6,94, d (16,2) 4 36,5 2,04, m
2’ 127,1 6,84, d (16,2) 5 34,6 1,60, m
3’ 141,1 - 6 75,5 3,96, t (6,3)
4’ 105,9 6,48, s 7 149.,4 -
5’ 159,2 - 8’a 110,7 4,87, s
6’ 102,6 6,17, s 8”’b 4,77, s
7 159,2 - 9 17,9 1,68, s
8’ 105,9 6,48, s 10’ 16,4 1,73, s

Figure 34 : Corrélations COSY (en gras), HMBC (fleches bleues) et ROESY (fleches rouges) du composé 1



De plus, le composé 2 ne possede pas de chaine prényle cyclisée en cycle dihydropyranol au
niveau du cycle D. En effet, le spectre RMN 'H du composé 2 présente un singulet intégrant
pour deux protons a 6,48 ppm, ce qui différe des composés 8 et 10 possédant un cycle
dihydropyranol accolé au cycle D, et dont les spectres RMN 'H présentent ce singulet scindé
en deux singulets intégrant chacun pour un proton. Les protons H-4’ et H-8” possédent donc le
méme environnement, traduisant une symétrie au niveau du cycle D.

Les données RMN et les corrélations COSY, HMBC et ROESY du composé 2 sont présentées
Tableau 6 et Figure 33. Le spectre RMN 'H du composé 2 est présenté en Annexe I11.

e Composé1:
Le spectre de masse du composé 1 obtenu en HRESIMS présente un ion pseudomoléculaire
[M+H]" a m/z 381,2063 (calculé pour C24H2904" = 381,2060) correspondant a la formule brute
C24H2304. Le degré d’insaturation de ce composé est 11. En comparant les données RMN du
composé 1 avec celles d’un composé isolé chez Macaranga trichocarpa en 2018 (Tanjung et
al., 2018), on peut déduire qu’une chailne géranyle hydroxylée est positionnée sur le carbone C-
2 du cycle C. Cela est notamment confirmé par les corrélations COSY entre les protons H-5 et
H-6, ainsi que par les corrélations H-1""/C-3, H-1""/C-2" et H-1"’/C-3"’en HMBC (cf. Figure
34).
De plus, le composé 1, comme le composé 2, ne posseéde pas de chaine prényle cyclisée en
cycle dihydropyranol au niveau du cycle D. Le spectre RMN 'H présente un singulet intégrant
pour deux protons a 6,48 ppm, traduisant une symétrie au niveau du cycle D.
Les données RMN et les corrélations COSY, HMBC et ROESY du composé 1 sont présentées
Tableau 7 et Figure 34. Le spectre RMN '"H du composé 1 est présenté en Annexe IV.

Les fiches produits des nouveaux composés isolés sont présentées en Annexe V a VIIIL

4.3 Etude biologique des composés isolés

Afin de tester I’activité biologique des différents composés isolés, une étude de cytotoxicité a
¢été effectuée sur deux lignées cancéreuses : la lignée U87 MG (lignée humaine du glioblastome)
connue pour étre sensible aux SWs, et la lignée A549 (cancer du poumon) connue pour leur
étre résistante.

Les résultats ne sont pas disponibles pour étre intégrés a ce rapport.
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Il sera intéressant de comparer les résultats avec ceux de la littérature et de déterminer :

= Siles composés 8 et 10 qui possédent le motif HHX présentent les mémes activités
cytotoxiques différentielles entre les deux lignées, avec une cytotoxicité plus forte
envers la lignée U87 MG que les composés structurellement proches.

= Si le composé 10, analogue méthoxylé en C-7 du composé 8, est moins actif ou
non que ce dernier.

= Siles composés 1 et 2 qui ne possedent pas de motif HHX présentent une activité
cytotoxique variable et non différentielle entre les deux lignées, comme c’est le cas

de dérivés proches (Péresse et al., 2017b).

5 Discussion

e Choix de la plante et de la partie de plante a étudier :
Les réseaux moléculaires comme « outil de déréplication » ont été une étape déterminante dans
la sélection de 1’espéce de Macaranga et de la partie de plante a travailler (les fruits) afin
d’isoler de nouveaux stilbénes prénylés (Allard et al., 2016).
De plus, une récolte de 50 kg de fruits a été nécessaire pour la recherche de composés

minoritaires afin d’en purifier des quantités suffisantes pour pouvoir les caractériser.

e Choix des fractions étudiées :
Avant de pouvoir réaliser un réseau moléculaire, I’étude a débuté sur F7 en utilisant les UV
comme « outil de déréplication ». Ils ont permis de cibler une fraction présentant un nombre
conséquent de composés ayant un spectre UV caractéristique de la fonction trans-stilbéne des

SWs.

e Etude des réseaux moléculaires :
La masse de certains composés nouveaux isolés durant cette étude a bien été retrouvée dans les
clusters d’intérét initialement repérés. Les métadonnées confirment leur présence majoritaire
dans les fractions F7, F8-4, F8-5 et F8-6. Le pré-traitement des données de LC-HRMS/MS par
MZmine2 permet de séparer des isomeres en fonction de leur temps de rétention. Ainsi, une
masse donnée peut apparaitre plusieurs fois au sein d’un méme cluster mais également se
retrouver dans les deux clusters de SWs. Afin d’identifier clairement la position des composés
isolés sur les réseaux, il serait nécessaire de les réinjecter en LCHR-MS/MS dans les mémes
conditions chromatographiques que celles utilisées pour les fractions et les standards de SWs.
La comparaison des temps de rétention permettrait alors de faire la correspondance entre les

différentes nodes et les nouveaux composés.
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Cela permettrait également d’appuyer ou non I’hypothése formulée en 4.2.2, a savoir si le
cluster 1 regroupe les SWs possédant le motif HHX, et le cluster 2 regroupe celles ne le
possédant pas. L’étude des schémas de fragmentation permettrait également d’aller en faveur

ou non de cette hypothése.

e Purification :
Selon les CCM réalisées au préalable des purifications par CF, il s’est avéré que les composés
de certaines fractions semblaient difficiles a séparer en phase normale. C’est la raison pour
laquelle une colonne C18 a été utilisée, permettant la purification de la quasi-totalité des
composés ciblés.
Il reste de nombreuses fractions a étudier, certaines étant un peu plus complexes a purifier. En
effet, certains parameétres seront 2 modifier afin d’arriver a isoler les composés, comme le type

de colonne et I’utilisation d’acide formique par exemple.

e Identification structurale
De nombreuses SWs ont été isolées auparavant, notamment a I'ICSN, ce qui a permis
d’identifier rapidement les composés isolés lors de cette étude. En effet, la démarche fut la
suivante :
1) Utilisation des analyses en HRESIMS comme « outil de déréplication » afin
d’obtenir la masse et une proposition de formule brute des composés isolés
2) Recherche des SWs connues possédant la méme masse molaire dans la littérature
3) Comparaison des spectres RMN 'H des composés isolés avec ceux des SWs qui
pourraient correspondre
4) Réalisation d’une RMN totale pour les composés isolés dont la masse est inconnue
ou étant connue mais dont les spectres RMN 'H ne coincident pas avec ceux des
SWs de la littérature

5) Elucidation structurale des nouveaux composés

e Relation structure-activité :
Les ICsy obtenus des tests de cytotoxicité sur la lignée U87 MG sensible et la lignée A549
résistante permettront d’affirmer ou non les observations faites dans la littérature, a savoir :
¢+ Les composés a motif HHX présentent une activité cytotoxique avec une ICsy de
I’ordre du sub-micromolaire au nanomolaire, avec une activité différentielle selon

les lignées cellulaires. Cela confirmerait la nécessité de la présence du motif HHX
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pour une forte activité cytotoxique spécifique des SWs. Ces faits pourront étre
vérifiés avec les composés 8 et 10.

¢+ Les modulations chimiques au niveau de la chaine en para du cycle D semblent
avoir peu d’effet sur I’activité cytotoxique des SWs. Cela pourra étre vérifié en
comparant le profil d’activité du composé 8 ayant un cycle pyranol, avec celui de la
SW G ayant une chaine prényle.

¢+ L’hypothése d’un mécanisme d’action différent entre les SWs a motif HHX et les
SWs a motif(s) pyranol ayant une activit¢ cytotoxique de 1’ordre du sub-
micromolaire. L’étude du profil d’activité du composé 2 ayant un cycle pyranol a la

place du motif HHX permettra d’appuyer ou non ces observations.

6 Conclusion et perspectives

L’étude phytochimique d’une grande quantité de fruits de Macaranga tanarius a permis
d’isoler onze stilbénes prénylés dont sept nouveaux composés minoritaires qui ont été
caractérisés. Leur potentiel anti-cancéreux sur la lignée cellulaire du glioblastome est en cours
d’évaluation. L’étude biologique de ces nouveaux composés permettra de compléter les
relations de structure-activité dans cette série.

Certaines molécules nouvellement isolées lors de cette étude présentent des caractéristiques
structurales particuliéres (justifiant leur confidentialité¢), ce qui pourrait conduire a les
sélectionner pour des études précliniques ultérieures.

Des travaux sur I’étude du mécanisme d’action cytotoxique des SWs ont permis de déceler une
interaction entre ces derniéres et deux protéines impliquées plus ou moins directement dans
I’homéostasie du cholestérol : PKM2 et OSBP (Burgett et al., 2011) . L’implication directe de
ces protéines n’a pas été clairement démontrée, et des travaux de recherche s’effectuent
actuellement a ’TPMC (Institut de Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire) a Nice. Il est prévu
que les nouveaux composés isolés lors de cette étude soient testés sur les protéines OSBP dans
cet institut.

D’autre part, le rendement d’extraction de ces composés minoritaires étant tres faible et I’accés
a ces bio-ressources étant difficile, une synthése totale ou hémi-synthese serait nécessaire afin
d’étudier plus en détails les potentialités de ces composés.

Finalement, les SWs semblent former une grande famille dont de nombreuses molécules restent

encore a découvrir.
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Annexe I- RMN 'H du composé 8 (CD;CN, 500 MHz)
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Annexe II- RMN °C du composé 8 (CD;CN, 125 MHz)
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Annexe III- RMN 'H du composé 1 (CD;CN, 500 MHz)
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Annexe IV- RMN 'H du composé 2 (CD;CN, 500 MHz)
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Annexe V- Fiche produit du composé 1

Composé 1

CoyHogOy
380,48 g.mol’!

HO

Physical form : dark yellow oil

'H NMR (CD;CN, 500 MHz) :

& (ppm) : 1.60 (m, 2H-H5"), 1.68 (s, 3H-H9”’), 1.73 (s, 3H-H10"), 2.04 (m, 2H-H4""), 3.30 (d, 2H-
H1”,) = 7.2 Hz), 3.96 (t, 1H-H6”, J = 6.3 Hz), 4.77 (s, 1H-H8"b), 4.87 (s, 1H-H8"”a), 5.36 (t, 1H-
H2”, ) = 7.2 Hz), 6.17 (s, 1H-H6’), 6.48 (d, 2H-H4’ H8’, J = 1.4 Hz), 6.78 (d, 1H-H6, J = 8.2 Hz),
8.84 (d, 1H-H2’, J = 16.3 Hz), 7.00 (d, 1H-H1’, ) = 16.3 Hz), 7.22 (dd, 1H-H5, ) = 8.2, 1.5 Hz), 7.29
(d, 1H-H3, J = 1.5 Hz).

3C NMR (CDsCN, 500 MHz) :

8 (ppm) : 16.4 (€C10”), 17.9 (€9”), 29.0 (C1”), 34.6 (C5”), 36.5 (C4”), 75.5 (C6”), 102.5 (C6’),
105.9 (C4’, €8’), 110.7 (€8”), 116.2 (C6), 123.3 (€2”), 126.4 (C5), 126.6 (C2’), 128.9 (C3), 129.2
(€1), 129.7 (€1%), 130.4 (C4), 137.2 (€3”), 141.3 (C3’), 149.4 (€C7”"), 155.5 (C2), 159.2 (C5’, C7’).
HRMS (ESI, positive mode) : [M+H]" m/z 381.2063 (calculated for CsH90," = 381.2060)

IR (v, cm™) : 669, 686, 835, 903, 963, 1010, 1105, 1151, 1269, 1348, 1445, 1507, 1600, 1708,
2927, 3345.

[a]3* =-1.60° (c 0.5, MeOH).
Cytotoxicity :

U87 MG : ICsq = not yet obtained
A549 : ICso = not yet obtained

vi



Annexe VI- Fiche produit du composé 2

Composé 2

396,48 g.mol!

Physical form : dark yellow oil

'H NMR (CDsCN, 500 MHz) :

& (ppm) : 1.28 (s, 3H-H16), 1.59 (s, 3H-H15), 1.65 (m, 2H-H10), 1.66 (s, 3H-H14), 2.17 (m, 2H-
H11), 2.69 (dd, 1H-H7b, J = 16.9, 4.7 Hz), 2.99 (dd, 1H-H7a, ] = 16.9, 4.7 Hz), 3.86 (m, 1H-H8),
5.13 (t, 1H-H12, J = 6.6 Hz), 6.17 (s, 1H-H6’), 6.48 (s, 2H-H4’,H8’), 6.82 (s, 1H-H5), 6.84 (d, 1H-
H2’, ) = 16.2 Hz), 6.92 (s, 1H-H3), 6.94 (d, 1H-H1’, J = 16.2 Hz).

3C NMR (CDsCN, 500 MHz) :

& (ppm) : 17.7 (C15), 19.3 (C16), 22.5 (C11), 25.8 (C14), 31.7 (C7), 38.0 (C10), 68.1 (C8), 80.8
(€9), 102.6 (C6’), 105.9 (C4’, C8’), 111.0 (C3), 120.7 (C5), 121.7 (C6), 125.4 (C12), 127.1 (C2"),
129.7 (€C1’), 130.8 (C4), 132.4 (C13), 141.1 (C3’), 141.6 (C1), 146.7 (C2), 159.2 (C5’, C7’).
HRMS (ESI, positive mode) : [M+H]" m/z 397.2027 (calculated for CsH2905" : 397.2010)

IR (v, cm'l) : 683, 848,959, 1012, 1061, 1150, 1197, 1252, 1364, 1453, 1498, 1596, 2927, 3372.
[a]3* =-3.60 ° (c 0.5, MeOH).

Cytotoxicity :

U87 MG : ICsq = not yet obtained
A549 : ICsq = not yet obtained

vii



Annexe VII- Fiche produit du composé 8

Composé 8

4b

o)

CroH360¢
480,60 g.mol!

Physical form : light brown oil

'H NMR (CDsCN, 500 MHz) :

8 (ppm) : 0.83 (s, 3H-H15), 1.06 (s, 3H-H14), 1.21 (s, 3H-H16), 1.22 (s, 3H-H5"), 1.28 (s, 3H-
H4”’), 1.60 (m, 1H-H3b), 1.70 (m, 1H-H13), 1.75 (m, 1H-H4b), 1.77 (m, 1H-H3a), 2.02 (m, 1H-
H4a), 2.47 (dd, 1H-H1”b, J = 17.2, 6.8 Hz), 2.72 (m, 2H-H12), 2.83 (dd, 1H-H1”a, ) = 17.2, 5.4
Hz), 3.34 (m, 1H-H2), 3.72 (m, 1H-H2”"), 6.45 (d, 1H-H8’, ] = 1.2 Hz), 6.52 (d, 1H-H4’, ) = 1.2 Hz),
6.78 (s, 1H-H10), 6.81 (d, 1H-H2’, J = 16.3 Hz), 6.85 (s, 1H-H8), 6.92 (d, 1H-H1’, J = 16.3 Hz).

13 NMR (CDsCN, 500 MHz) :

& (ppm) : 14.8 (C15), 20.4 (C16), 21.3 (C5”), 23.6 (C12), 25.6 (C4™), 27.1 (C1”), 27.7 (C14), 29.0
(€3), 38.5 (C4), 39.2 (C1), 48.2 (C13), 69.7 (C2”), 77.6 (€C3"), 78.0 (C2), 78.6 (C5), 105.2 (C8’),
107.3 (C4’), 108.1 (C6’), 110.6 (C8), 120.5 (C10), 124.0 (C11), 127.0 (C2’), 129.1 (C1’), 130.5
(C9), 138.3 (C3), 141.7 (C6), 146.7 (C7), 155.8 (C7’), 156.6 (C5’).

HRMS (ESI, positive mode) : [M+H]" m/z 481.2562 (calculated for CyoH370¢" = 481.2590)

IR (v, cm™) : 852, 929, 959, 1034, 1057, 1076, 1130, 1156, 1186, 1243, 1367, 1427, 1497, 1591,
1717, 2928, 3372.

[a]3* = +22.60 ° (c 0.5, MeOH).
Cytotoxicity :

U87 MG : ICsq = not yet obtained
A549 : ICsp = not yet obtained

viii



Annexe VIII- Fiche produit du composé 10

Composé 10

/

I
ST &
>

o]

QU]
N

494,63 g.mol‘1 17a

Physical form : light brown oil

'H NMR (CDsCN, 500 MHz) :

8 (ppm) : 0.83 (s, 3H-H15), 1.05 (s, 3H-H14), 1.18 (s, 3H-H16), 1.22 (s, 3H-H5"), 1.29 (s, 3H-
H4”), 1.59 (m, 1H-H3b), 1.65 (t, 1H-H13, J = 9.0 Hz), 1.71 (m, 1H-H4b), 1.74 (m, 1H-H3a), 1.96
(m, 1H-H4a), 2.48 (dd, 1H-H1”b, J = 17.4, 6.9 Hz), 2.71 (d, 2H-H12, J = 9.0 Hz), 2.83 (dd, 1H-
H1”a, ) = 17.4, 5.2 Hz), 3.32 (dd, 1H-H2, J = 11.0, 3.3 Hz), 3.73 (t, 1H-H2”, J = 6.0 Hz), 3.80 (s,
3H-H17), 6.47 (s, 1H-H4’), 6.53 (s, 1H-H8’), 6.85 (s, 1H-H10), 6.87 (d, 1H-H2’, J = 16.3 Hz), 6.96
(s, 1H-H8), 6.97 (d, 1H-HY’, J = 16.3 Hz).

3¢ NMR (CDsCN, 500 MHz) :

& (ppm) : 14.8 (C15), 20.3 (C16), 21.3 (C5”), 23.8 (C12), 25.6 (C4™), 27.1 (C1”), 27.7 (C14), 29.0
(C3), 38.7 (C4), 39.2 (C1), 47.8 (C13), 56.3 (C17), 69.7 (C2”), 77.6 (C3”), 77.9 (C5), 78.0 (C2),
105.2 (C8’), 107.2 (C4’), 108.0 (C8), 108.2 (C6’), 121.8 (C10), 124.1 (C11), 127.0 (C2’), 129.1
(C1’), 130.0 (€9), 138.3 (€3’), 143.8 (C6), 150.1 (C7), 155.3 (C7’), 156.6 (C5’).

HRMS (ESI, positive mode) : [M+H]* m/z 495.2729 (calculated for C3oH3s0¢" = 495.2741)
IR (v, cm'l) : 852,954, 1033, 1077, 1131, 1244, 1365, 1430, 1494, 1586, 1619, 2938, 3413.
[a]3t = +18.40 ° (c 0.5, MeOH).

Cytotoxicity :

U87 MG : ICso = not yet obtained
A549 : ICso = not yet obtained
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