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Malgré sa faible incidence (300 nouveaux cas uniquement chaque année en Europe), l‘ostéosarcome 

est la tumeur osseuse primitive maligne la plus fréquente chez les enfants, les adolescents et les jeunes 

adultes. Il représente 8,9% des décès liés à un cancer chez les enfants (Ottaviani et Jaffe, 2009). Aucun 

traitement satisfaisant n‘est aujourd‘hui disponible et aucun progrès en termes de pronostic n‘est noté 

depuis les traitements combinés de chimiothérapie dans les années 90. Le taux de survie à 5 ans chez 

les patients présentant une tumeur osseuse localisée sans métastase et suivant un traitement associant 

chirurgie et chimiothérapie s‘élève de 60 à 70% (Broadhead et al., 2011). Les agents de chimiothérapie 

sont principalement la méthotrexate, l‘ifosfamide, la doxorubicine et le cisplatine. Cependant, tous ces 

composés induisent des effets secondaires importants mettant en exergue la nécessité de développer de 

nouveaux traitements. 

Deux voies principales peuvent conduire à l‘obtention de nouvelles molécules utilisables en 

chimiothérapie : la synthèse chimique et l‘extraction de molécules naturelles. La première pouvant 

d‘ailleurs se faire à partir de modèles obtenus par la seconde. 

 

Dans le cas de la recherche de nouveaux principes actifs d‘origine naturelle, le premier choix à réaliser 

est celui de la source à étudier c'est-à-dire du type d‘organismes et de leur origine. La forte biodiversité 

des micromycètes marins associée aux conditions de vie particulières en milieu hypersalin, font de ces 

micro-organismes une ressource prometteuse pour la découverte de molécules originales bioactives 

(Bhadury et al., 2006; Tohme et al., 2011; Gerwick et Moore, 2012).Ainsi, actuellement, la plinabuline, 

un composé de synthèse inspiré de l‘halimide, une dicétopiperazine isolée d‘une souche marine 

d‘Aspergillus ustus, est en phase II d‘essai clinique pour le traitement du cancer des poumons en 

combinaison avec du docetaxel (Nereus Pharmaceuticals®, Mita et al., 2010). 

Dans le cadre de la recherche de nouveaux agents actifs contre les ostéosarcomes, des travaux réalisés 

au laboratoire Mer Molécules Santé de l‘université de Nantes en association avec la société Atlantic 

Bone Screen (spécialisée dans l‘évaluation préclinique de candidats médicaments pour le traitement 

de pathologies osseuses) ont permis d‘isoler et d‘identifier une molécule originale, la ligérine, à partir 

d‘une nouvelle espèce de Penicillium isolée du milieu marin. Le travail présenté dans cette thèse 

correspond à la suite de cette découverte avec d‘une part une meilleure connaissance de l‘activité de la 

ligérine et de ses analogues hémisynthétiques vis-à-vis des ostéosarcomes, et d‘autre part une 

meilleure connaissance des champignons qui la produisent avec une étude génétique et chimique 

devant conduire à la description d‘une nouvelle espèce qui sera baptisée Penicillium ligerum. 

 

Pour cela le manuscrit a été articulé en trois parties :  

- une partie introductive bibliographique resituant l‘intérêt des Penicillium en général et marins en 

particulier pour la recherche de nouveaux agents thérapeutiques 

- une partie pharmacochimique sur l‘hémisynthèse de la ligérine et de ses analogues et leur activité vis-

à-vis des ostéosarcomes tant en in vitro qu‘en in vivo 

- une dernière partie mycologique et mycochimique sur la description phénotypique, génotypique et 

métabolomique de la nouvelle espèce P. ligerum.  

 

L‘ensemble de ces travaux a été soutenu par un contrat CIFRE engageant le laboratoire Mer 

Molécules Santé de l‘Université de Nantes et l‘entreprise Atlantic Bone Screen. 
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Les organismes marins constituent un champ immense d‘investigations pour les chimistes des 

substances naturelles (Blunt et al., 2011; Montaser et Luesch, 2011). Parmi ceux-ci : les micromycètes 

représentent une source inépuisable de métabolites bioactifs du fait de leur grande capacité 

métabolique (Bhatnagar et Kim, 2010). Les champignons du genre Penicillium sont les plus fréquents 

dans l‘environnement marin. En milieu terrestre, ils sont connus pour produire de nombreux 

composés bioactifs comme la pénicilline, la griséofulvine ou encore les statines. Leur abondance dans 

le milieu marin laisse espérer la découverte de nouveaux agents thérapeutiques (Kozlovskii et al., 

2013). 

Ainsi, cette première partieintroduira tout d‘abord l‘importance des micromycètes du genre Penicillium 

puis plus particulièrement ceux issus du milieu marin avant de s‘intéresser aux métabolites 

cytotoxiques qu‘ils produisent. 

CHAPITRE I.  

Les champignons du genre Penicillium 

1. Description 

Le genre Penicillium a été décrit pour la première fois par Link en 1809. Les Penicillium spp. sontdes 

ascomycètes filamenteux polyphages ubiquistes. En effet, ils sont omniprésents dansles sols, l‘air ou 

encore les débris végétaux et jouent un rôle écologique clé puisqu‘ils interviennent dans les processus 

naturels de recyclage de la matière organique morte (Pitt et al., 2000). Certaines espèces parasitent des 

végétaux ou des animaux mais aucune de ces espèces n‘est un parasite obligatoire (Pitt, 2002). 

Les Penicillium spp. sontdotés d‘un appareil végétatif constitué d‘hyphes septés hyalins ou peu colorés 

et d‘un appareil reproductif sporifère qui présente une forme comparable à celle d‘un pinceau (en 

latin, pinceau = penicillus expliquant ainsi leur dénomination). Le genre Penicillium est un genre asexué 

dit anamorphe qui regroupe des champignons se reproduisant grâce à une production importante de 

conidies. La forme de reproduction sexuée associée correspond quant à elle aux genres téléomorphes : 

Talaromyces et EuPenicillium présentant des différences dans la production de leur ascocarpes 

(gymnothèque ou cleistothèque, respectivement pour Talaromyces et EuPenicillium) (Pitt, 1979). 

Néanmoins depuis l‘accord d‘Amsterdam 2011, seul le nom de genre Penicillium est aujourd‘hui 

retenu pour décrire l‘ensemble des espèces qu‘elles soient anamorphes ou téléomorphes (Hawksworth 

et al., 2011). 

La reproduction asexuée des Penicillium est assurée par un appareil sporifère constitué de 

conidiophores qui se développent perpendiculairement au mycélium et qui sont ramifiés à leurs 

extrémités en phialides qui elles-mêmes bourgeonnent les nombreuses conidies (Figure I-1). 
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Figure I-1 : Morphologie d’un Penicillium 

A. macroscopique. B. microscopique (microscopie électronique à balayage Gx2700) 

 

L‘aspect des pinceaux constitue le premier critère permettant la classification des Penicillium. On 

distingue alors les espèces mono-, bi-, tri- ou quadriverticillées (Figure I-2). 

Les espèces monoverticillées : les pénicilles sont constitués d‘un simple verticille de phialides 

Les espèces biverticillées : les phialides sont disposées selon deux verticilles et les ramifications sont 

symétriques. Les métules portent les phialides. 

Les espèces tri- ou quadriverticillées : les pénicilles sont composés de plusieurs verticilles successifs 

eux-mêmes ramifiés et porteurs de métules et de phialides. 

 

 

Figure I-2 : Structure des différents types d’appareils de reproduction asexuée des Penicillium(Pitt, 1988) 

 

Au bout des phialides se rattachent des chaînes de spores nommées conidies. Celles-ci sont en général 

vertes et deviennent brunes à maturité. Leurs caractéristiques (forme, couleur, ornementation) 

constituent des critères supplémentaires d‘identification (Pitt, 1979; Botton et al., 1990). 

Monoverticillé Biverticillé Triverticillé

Hyphe

Conidies : spores asexuées formant des
chaînes

Phialide : cellule-mère fertile 

"bourgeonnant" des conidies

Conidiophore : structure formée des
phialides, de l'hyphe fertile et de ses
ramifications, entre l'hyphe végétatif

et les conidies

Métule : dernière ramification 

porteuse de cellules conidiogènes
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La classification globale du genre Penicilliumest la suivante :  

Règne : Mycota, 

Embranchement : Eumycota, 

Sous-embranchement : Ascomycotina, 

Classe : Euascomycètes, 

Ordre : Eurotiales, 

Famille : Trichocomaceae, 

Genre : Penicillium 

 

Le genre Penicilliumest très étendu. On estime actuellement que le genre Penicillium regroupe plus de 

250 espèces(Houbraken et Samson, 2011).La classification de ces espèces basée sur des critères de 

description macro- ou microscopique est assez complexedu fait de l‘importante variabilité 

phénotypique de ces champignons. En effet, leur phénotype dépend des facteurs biotiques et 

abiotiques de leur environnement. La Figure I-3 illustre ces variations phénotypiques. Une même 

souche de P. antarcticum a été cultivée sur six milieux de culture différents et présente des colonies 

d‘aspects eux aussi différents. 

 

 

Figure I-3 : Variabilité phénotypique des Penicillia : exemple de morphologie macroscopique 

de colonies d’une souche de P. antarcticum sur 6 milieux de culture différents (Annexe II, p13) 

 

C‘est pourquoi la classificationactuelle se base, en plus des critères microscopiques et morphologiques, 

sur des données métaboliques et surtout génétiques (Pitt et al., 2000). Ainsi, au cours de ces dernières 

années, la caractérisation des souches fongiques par biologie moléculaire s‘est généralisée. Elle s‘est 

vueensuite compléter par la chimiotaxonomie développée par Frisvad et Samson (2004) qui ont 

observé que les profils métaboliques des Penicillium étaient spécifiques et constants (Frisvad et al., 

2004).  

La dernière classification établie par Houbraken et Samson distingue essentiellement deux  

sous-genres : Penicilliumet Aspergilloïdes,qui sont divisés en 25 sections (clades), 14 pour les 

Aspergilloïdes et 11 pour les Penicillium(Houbraken et Samson, 2011).  

Au sein du sous-genre Penicillium, nous avons porté notre attention sur la sectionCanescentia à laquelle 

appartiennent les souches fongiques de notre étude. Cette section est composée de micromycètes 

biverticillés symétriques avec parfois une branche additionnelle. Les phialides sont simples et petites 

(7-9µm) avec une forme cylindrique plus ou moins large. La section Canescentia compte actuellement 

neuf espèces(Houbraken et Samson, 2011). 

 

DCA CYA KMS MEA PDA YES
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Section Canescentia 

P. murcianumC. Ramírez & A.T. Martínez 

P. yarmokense Baghdadi 

P. jensensiiZaleski 

P. janczewskiiZaleski 

P. antarcticumHocking & McRae 

P. atrovenetumSmith 

P. novae-zeelandiae van Beyma 

P. coralligerumNicot & Pionnat 

P. canescensSopp 

2. Intérêtsindustriels 

Les Penicillium représentent tout d‘abord un genre fongique particulièrement connu de l‘industrie 

agroalimentaire. Ils sont nécessaires à la fabrication de fromages (P. roqueforti, P. camembertii…) mais 

ils produisent également des mycotoxines responsables de contaminations de produits 

agroalimentaires (citrioviridine, patuline, roquefortine...). 

L‘industrie pharmaceutique s‘intéresse aussi à eux au travers de métabolites qui ont prouvé leur 

efficacité thérapeutique. La pénicilline est l‘un des plus connus puisqu‘elle a complètement 

révolutionné l‘arsenal thérapeutique des médecins avec la découverte des antibiotiques pour lutter 

contre les infections bactériennes. La découverte est attribuée à Alexander Fleming qui décrivit en 

1929 les effets de la pénicilline produite par P. notatum sur des bactéries, bien qu‘il n‘ait pas isolée la 

molécule (Fleming, 1929).P. notatuma été renommé en 1977 P. chrysogenum mais serait en fait un P. 

rubens selon Houbraken (Houbraken et al., 2011). Howard Florey et Ernst Chain ont finalement isolé 

et identifié la pénicilline en 1939. C‘est pourtant l‘acide mycophénolique qui a été le premier 

antibiotique d‘origine microbienne décrit mais avec beaucoup moins de succès que la pénicillicine. 

C‘est un métabolite produit par P. brevicompactum qui a été isolé pour la première fois en 1893 (Gosio 

et Ferrati, 1893). L‘acide mycophénolique présente un large panel d‘activités et est surtout utilisé en 

thérapeutique pour ses propriétés immunosuppressives pour limiter les rejets après une greffe 

d‘organe. La mévastatine ou compactine est une molécule qui a quant à elle été simultanément isolée 

de P. brevicompactum et P. citrinum par deux groupes de recherche différents en 1976 au Royaume-Uni 

(Brown et al., 1976) et au Japon (Endo et al., 1976). Cette molécule est devenue la molécule leader 

parmi les molécules de la classe médicamenteuse des statines qui sont des inhibiteurs efficaces de la 

biosynthèse du cholestérol et sont utilisées dans la prévention des maladies coronariennes. A côté de 

ces molécules qui ont permis le développement de médicaments, beaucoup de composés isolés de 

Penicillium ont aussi été évalués pour leurs activités antitumorales (Nicoletti et al., 2008) confirmant 

l‘intérêt de l‘étude des champignons de ce genre pour la recherche de nouveaux candidats 

médicaments. 
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CHAPITRE II.  

Les Penicillium en milieu marin : importance et intérêt 

Bien que les premières descriptions de champignons marins datent des années 1840 à 1880, c‘est 

seulement lors des trois dernières décennies que de considérables progrès peuvent être notés, 

documentant ainsi leur apparition, leur distribution et leurs potentielles applications 

biotechnologiques. Durant la période de 1980 à 1999, on commence de plus en plus à s‘intéresser à 

eux et 300 espèces de champignons marins sont alors recensées. Néanmoins, la définition du terme de 

« champignon marin » est variable suivant les auteurs (Kohlmeyer et Kohlmeyer, 1979; Hyde et al., 

1998). Kolhmeyer et al.considèrent que parmi les champignons vivant dans le milieu marin, doivent 

être distingués les champignons marins obligatoires et les facultatifs. Les champignons marins 

obligatoires se développent et sporulent exclusivement dans un habitat marin ou estuarien et les 

champignons marins facultatifs sont eux présents dans les zones d‘eau douce ou terrestres mais sont 

aussi capables de se développer dans l‘environnement marin (Kohlmeyer et Kohlmeyer, 1979). 

N‘ayant pas étudié les questions écologiques dans ce travail, nous utiliserons dans la suite du texte les 

mots « champignons marins » pour désigner les souches isolées à partir du milieu marin, bien que ceci 

puisse être considéré comme un abus de langage. 

Les champignons marins isolés se révèlent être présent dans un large éventail de substrats et de zones 

géographiques (Jones et al., 2009). Cette période coïncide avec leur découverte en milieu tropical et 

notamment dans les mangroves (Kohlmeyer, 1984).Jones et al. estiment en 2011 qu‘il existerait en fait 

au moins 10 000 champignons marins et que pour les recenser il faudrait entre autres s‘intéresser 

d‘avantage aux espèces non identifiées ou mal identifiées, aux espèces non cultivables, il faudrait 

élargir les zones géographiques explorées (Jones, 2011). 

Les champignons marins sont les décomposeurs majeurs du bois et des végétaux de l‘écosystème 

marin grâce à leur capacité à dégrader la lignocellulose. Ils jouent aussi un rôle important dans la 

dégradation des animaux marins morts. Certains champignons marins sont la cause de maladies 

d‘animaux ou de végétaux, alors que d‘autres vivent en symbiose avec d‘autres organismes marins. 

1. Importance des Penicillium en milieu marin 

Parmi les champignons marins, ceux du genre Penicillium sont largement présents dans 

l‘environnement marin. Ils prédominent par exemple, dans les zones conchylicoles de Loire-

Atlantique. Ainsi, lors d‘une étude précédente, douze genres ont été identifiés avec 47% de Penicillium 

spp. sur un total de 456 souches fongiques isolées de cette zone (Sallenave-Namont et al., 2000). 

D‘autres études mettent en évidence l‘importance de la colonisation des habitats marins par des 

champignons de ce genre. Matallah-Boutiba et al.indiquent que parmi les 251 champignons 

filamenteux qu‘ils ont isolés suite aux prélèvements d‘eau de mer, de moules et de sédiments effectués 

le long de la côte algérienne, 131 appartiennent au genre Penicillium soit 52% de la totalité des souches 

isolées (Matallah-Boutiba et al., 2012). L‘étude bibliographique réalisée par les mêmes auteurs met en 
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exergue la dominance des genres Aspergillus et Penicillium dans le milieu marin. Les Penicillium spp. 

peuvent être observés dans divers échantillons marins provenant de zones géographiques variées : 

sédiments des côtes du japon (Khudyakova et al., 2000), des eaux profondes du bassin indien central 

(Damare et al., 2006), des côtes de la Mer rouge en Egypte (Abd‐Elaah, 1998), sable des plages de Rio 

de Janeiro (De Moura Sarquis et De Oliveira, 1996) ou de dunes du Danemark (Rees et al., 1979) mais 

aussi dans des échantillons d‘eau de mer du nord de la cote grecque (Arvanitidou et al., 2002). 

Les Penicillium marins ont aussi été isolés à partir d‘animaux marins : des mollusques bivalves 

(Sallenave-Namont et al., 2000), de cnidaires (Da Silva et al., 2008), d‘éponges (Ding et al., 2011), de 

poissons (Shigemori et al., 1991)) ou à partir de végétaux marins (des algues vertes (Son et al., 1999), 

rouges (Tsuda et al., 2004) ou brunes (Amagata et al., 1998)) 

Les Pencillium sont aussi présents dans des milieux marins extrêmes. Ainsi, on peut les observer dans 

l‘eau hyper-salée de la Mer morte (Buchalo et al., 1998)dans des marais salants le long de la mer 

Adriatique (Gunde-Cimerman et al., 2001) oudans la glace de l‘arctique (Sonjak et al., 2006). 

2. Intérêt des Penicillium marins 

Les Penicillium marins vivant dans des habitats particuliers et extrêmes peuvent être considérés comme 

une riche source de composés d‘intérêt. Selon Jensen et Fenical, la production de métabolites 

secondaires originaux serait expliquée par la nécessité pour ces organismes de s‘adapter à un ensemble 

très varié de pressions environnementales (Jensen et Fenical, 2002). Entre les années 2000 et 2005, 

approximativement 100 métabolites secondaires produits par des champignons marins ont été décrits 

et entre 2006 et 2010, plus de 690 composés ont été publiés, illustrant ici l‘intérêt croissant des 

chimistes des produits naturels pour cette source marine. En 2011, on compte 201 métabolites décrits 

comme produits par des Penicillium marins (Antibase, 2011, (Laatsch, 2011)) ce qui démontre 

l‘importance du genre Penicillium parmi les champignons marins comme source de métabolites. 

Toutes les classes chimiques sont représentées : polycétides, alcaloïdes, terpènes, peptides ou de 

biosynthèse mixte. Les métabolites secondaires isolés peuvent posséder des activités biologiques 

intéressantes. Le panel d‘activités est large : antibactériennes, antivirales, antifongiques, 

antiparasitaires, anti-inflammatoires, anticancéreuses,… A titre d‘exemple, le Tableau I-1 recense 

quelques métabolites bioactifs produits par des Penicillium marins. 
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La recherche de la bioactivité des composés est aujourd‘hui de plus en plus focalisée sur les propriétés 

anticancéreuses que nous n‘avons pas illustrées dans leTableau I-1 mais qui fait l‘objet du chapitre qui 

suit. 
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CHAPITRE III.  

Métabolites cytotoxiques de Penicillium marins 

Un travail bibliographique collaboratif effectué au laboratoire nous a permis de réaliser un 

recensement des composés isolés de Penicillium marins présentant une activité cytotoxique. Ce travail 

a fait l‘objet d‘un chapitre de livre intitulé : « Impact of marine-derived Penicillium species in the discovery of 

new potential antitumor drugs » publié dans le livre « Outstanding Marine Molecules and New Trends in 

Analytical Methods » (Kornprobst et Labarre, Whiley, 2014). Nous commenterons ici les données 

bibliographiques regroupées dans ce chapitre d‘ouvrage. 

1. Revue des métabolites cytotoxiquesdePenicilliummarins 

L‘ensemble des composés cytotoxiques isolés à partir de Penicilliummarins répertorié par classes 

chimiques est détaillé dans le tableau de l‘Annexe I. Seuls les composés avec un fort potentiel 

cytotoxique ont été recensés dans le but de concentrer l‘attention sur les molécules prometteuses pour 

des traitements anticancéreux. Ce tableau inclut donc uniquement les composés présentant une 

cytotoxicité ou une activité antiprolifératives sur cellules de mammifères avec une CI50 inférieure à 

30 µM. Les composés présentant une cytotoxicité plus faible n‘ont pas été inclus. 

 

 

Figure I-4 : Métabolites cytotoxiques de Penicillium marins décrits durant les années 1991 à 2013 

(en bleu : total des composés ; en rouge : ceux qui constituent une première description, 

les courbes en pointillées correspondent aux courbes de tendance polynomiales)  
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Le nombre de métabolites cytotoxiques publiés ces dernières années est croissant aussi bien pour les 

composés nouveaux que pour les ré-isolés (Figure I-4). Cela confirme l‘intérêt grandissant que l‘on 

porte aux Penicillium issus du milieu marin et à la recherche de composés anticancéreux, recherche 

soutenue par des techniques et des équipements de plus en plus performants. 

Il est difficile de publier l‘isolement de composés déjà connus et pour qu‘ils apparaissent au sein de 

publications, il faut que l‘activité de ces composés soit nouvelle ou que ceux-ci constituent une 

information annexe à l‘isolement d‘un composé original. Pourtant ces dernières années au moins la 

moitié des composés cytotoxiques de Penicillium marins publiés constituent des ré-isolement. Cela 

s‘explique entre autre par la place importante que prend la recherche de composés anticancéreux qui 

constitue la cible visée par de plus en plus de laboratoires. 

1.1. D’où proviennent les souches marines de Penicillium productrices de métabolites 

cytotoxiques ? 

Même lorsque l‘espèce de la souche de Penicillium n‘est pas donnée (P. sp.), la plupart des articles 

relatant un isolement de composés cytotoxiques décrivent la nature des échantillons ayant permis 

d‘isoler le micromycète. Les origines sont très variables comme le présente laFigure I-5. Il est 

intéressant de constater que les souches issues de l‘eau de mer n‘ont donné que 5% de molécules 

cytotoxiques contre 36% pour celles issues de sédiments et 43% pour celles isolées d‘organismes 

vivants (végétaux et animaux). Il est difficile d‘en tirer des conclusions car ces résultats peuvent être 

biaisés par le fait que plus de travaux aient été réalisés sur des échantillons solides (sédiments) que 

liquides (eau de mer) par exemple. 

 

 

Figure I-5 : Répartition des origines des souches marines de Penicillium cytotoxiques 

 

1.2. Quelles sont les espèces cytotoxiques chez lesPenicilliummarins ? 

La majorité des articles présentant l‘isolement de composés produits par des souches marines de 

Penicillium ne donne pas le nom de l‘espèce étudiée et ne cite simplement que le genre du 

micromycète. On voit ainsi beaucoup d‘auteur parler de ―Penicillium sp.‖ ce qui n‘est que très peu 

informatif. Cela s‘explique du fait que l‘identification de ces micromycètes reste difficile même avec 

l‘avènement de la biologie moléculaire. Lors de notre étude, nous n‘avons donc recensé que 26 

espèces fongiques marines productrices de composés cytotoxiques nommément citées dans les articles 

(Tableau I-2). Deux d‘entre elles sont identifiées comme P. purpurogenum et P. rugulosum qui 
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appartiennent au genre Talaromyces correspondant à des formes téléomorphiques de divers 

Penicillium spp. Les espèces citées sont réparties entre les deux sous-genres et les 25 sections. Aucune 

section ne semble donc particulièrement liée à l‘environnement marin. Par contre, certaines espèces 

sont largement représentées dans l‘environnement marin et ont été isolées et étudiées à plusieurs 

reprises par des équipes différentes. C‘est le cas des espèces P. citrinum, P. crustosum (= P. terrestre), 

P. expansum, P. chrysogenum et P. mononematosum que l‘on peut donc considérer comme 

particulièrement acclimatées à l‘environnement marin. 
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Tableau I-2 : Espèces de Penicillium marins décrites comme productrices de métabolites cytotoxiques 

Sous-genre  Section Espèces Référence 

Aspergilloides Aspecrgilloides P. thomiiMaire (Chen et al., 2007) 

    P. flavidorsum = P. glabrum Westling (Ren et al., 2007) 

  Charlesii P. fellutanumBiourge (Shigemori et al., 1991) 

  Sclerotoria P. bilaiaeChalab. (Capon et al., 2007) 

  Exilicaulis P. obscurum = P. corylophilum Dierckx (Gautschi et al., 2004) 

  Lanata-divaricata P. janthinellumBiourge (Smetanina et al., 2007) 

    P. oxalicumCurrie & Thom (Liu et al., 2007) 

(Sun et al., 2012) 

    P. simplicissimum (Oudem.) Thom (Pivkin et al., 2011) 

  Citrina P. citrinumThom (Tsuda et al., 2004);  

(Sasaki et al., 2005);  

(Chen et al., 2011) ;  

(Khamthong et al., 2012) ;  

(Yurchenko et al., 2013);  

    P. paxilli Bainier (Kossuga et al., 2012) 

    P. waksmanii Zaleski (Amagata et al., 1998) 

Penicillium Fasciculata P. aurantiogriseum Dierckx (Xin et al., 2005);  

(Song et al., 2012) 

    P. communeRaper & Thom (Gao et al., 2011b) ;  

(Shang et al., 2012b) 

    P. polonicum Zaleski (Indriani, 2009) 

    P. terrestre = P. crustosom Thom (Liu et al., 2005b);  

(Liu et al., 2005a) ;  

(Chen et al., 2008); 

(Li et al., 2011b) 

  Penicillium P. expansumLink (Kerzaon et al., 2009) ;  

(Lu et al., 2010);  

(Wang et al., 2012a) 

  Roquefortorum P. paneum Frisvad (Li et al., 2011a) 

  Chrysogena P. chrysogenumThom (Bringmann et al., 2003) ;  

(Bringmann et al., 2005) ;  

(Ma et al., 2011b);  

(Ma et al., 2011a) 

    P. mononematosum Frisvad (Cui et al., 1996) ;  

(Numata et al., 1991) ; 

(Frisvad et al., 2004) 

  Brevicompacta P. brevicompactumDierckx  (Bringmann et al., 2004) 

  Ramosa P. raistrickii Smith (Ma et al., 2012) 

  Canescentia P. janczewskii Zaleski (He et al., 2005) 

  P. ligerum En cours de description-Sujet 

principal de cette thèse 

  Eladia P. sacculum Dale (Liu et al., 2012) 

Non attribué   P. fructigenum Takeuchi (Xin et al., 2005) 

Genre 
Talaromyces 

  P. purpurogenum = Talaromyces 

purpurogenus (Stoll) Samson, Yilmaz, 

Frisvad and Seifert 

(Chai et al., 2011);  

(Chai et al., 2012);  

(Fang et al., 2012) 

    P. rugulosum = Talaromyces rugulosus 

(Thom) Samson, Yilmaz, Frisvad and 

Seifert  

(Kozlovsky et al., 2001) 
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1.3. Quels sont les molécules prometteuses provenant de souches marines de Penicillium? 

Dans le tableau de cette étude bibliographique (cfAnnexe I), les molécules écrites en caractères gras 

correspondent à celles dont la première description a été faite à partir d‘un Penicillium marin. Elles 

représentent 73% de l‘ensemble des molécules cytotoxiques observées dans cette source, ce qui 

démontre l‘intérêt des recherches dans les souches marines de Penicillium. 

1.3.1. Répartition des molécules selon leur classe chimique 

Les micromycètes sont dotés de capacités métaboliques importantes du fait de leur arsenal 

enzymatique très développé. Les métabolites secondaires qu‘ils produisent sont très variés d‘un point 

de vue chimique. Nous nous sommes donc intéressés à la répartition des molécules recensées selon 

leur classe chimique. Pour cela, nous avons regroupé les métabolites identifiés dans les grandes classes 

chimiques classiques pour les produits naturels, classes qui dérivent des différentes voies de 

biosynthèse : alcaloïdique, terpénique, peptidique ou encore la voie des polycétides ou celle des 

dicétopipérazines. Cependant, du fait de la complexité de certaines structures et d‘une 

méconnaissance de certaines voies biosynthétiques, la classe chimique des molécules reste parfois 

difficile à définir avec certitude. Par ailleurs, certains métabolites proviennent de différentes voies de 

biosynthèse comme par exemple, les penicillenols qui sont à la fois issus de la voie des alcaloïdes et de 

celle des polycétides. Nous avons donc ajouté quatre classes regroupant chacune deux voies 

biosynthétiques (alcaloïdes/polycétides ; polycétides/terpènes ; alcaloïdes/dicétopipérazines et 

alcaloïdes/terpènes).Les résultats sont présentés dans la Figure I-6. 

 

Figure I-6 : Répartition des métabolites cytotoxiques isolés de Penicillium marin 

en fonction des classes chimiques auxquelles ils appartiennent 

(PCT : polycétides, ALC : alcaloïdes, DCP : dicétopipérazines, TRP : terpènes, STE : stéroïdes) 
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Les différents composés relevés sont distribués dans presque toutes les classes chimiques (Figure I-6). 

Seuls les peptides n‘ont pas présentés d‘activités cytotoxiques suffisantes et ont été exclus de la 

sélection. Les polycétides constituent la classe majoritaire (51% avec 43% des composés provenant 

uniquement de la voie biosynthétique des polycétides et 8% provenant de biosynthèses mixtes avec les 

alcaloïdes et les terpènes) et sont suivis par les alcaloïdes (28% avec 18% + 10% provenant de voies 

biosynthétiques mixtes). Les composés terpèniques et les stérols représentant respectivement 19 et 

13% des composés recensés. Peu de stérols de Penicillium marins ont été décrits comme cytotoxiques 

(3%). 

1.3.2. Répartition des molécules selon leur poids moléculaire 

Lipinski a défini 5 règles auxquelles répondent la plupart des médicaments actifs par voie orale 

(Lipinski et al., 1997). Ces règles indiquent que la molécule doit avoir : 

-un poids moléculaire inférieur à 500 g/mol, un poids moléculaire important représentant une limite à 

la perméabilité intestinale et au passage de la barrière hémato-encéphalique 

-un logP (reflétant la lipophilie de la molécule) inférieur à 5 

-moins de 5 possibilités de donner une liaison hydrogène 

-moins de 10 possibilités d‘accepter une liaison hydrogène.  

La cinquième règle indique que la molécule ne doit pas déroger à ces quatre règles plus d‘une fois. 

Nous avons donc cherché à savoir si les molécules cytotoxiques recensées répondaient aux deux 

premiers critères. 

La Figure I-7 classe les composés cytotoxiques en fonction de leur poids moléculaire. La majorité des 

métabolites recensés (82%) présentent un poids moléculaire inférieur à 500 g/mol et répondent donc à 

la première règle de Lipinski. Concernant la lipophilie des molécules, 90% des composés ont un clogP 

inférieur à 5. Seulement 2 molécules (la méléagrine B et la pénochalasine D) sont exclues par ces deux 

critères (poids moléculaire et clogP). Les métabolites cytotoxiques des Pencillium marins semblent 

donc posséder des qualités requises pour être utilisables en thérapeutique. 

 

 

Figure I-7 : Répartition des molécules selon leur poids moléculaire (en g/mol)  
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1.3.3. Molécules halogénées 

Le milieu marin étant très riche en chlorure de sodium (moyenne de 33 g/L d‘eau de mer) et le sujet 

principal de cette thèse étant comme nous le verrons par la suite, une molécule cytotoxique chlorée, 

nous nous sommes demandés si le milieu marin conduisait à une production plus importante de 

molécules chlorées que le milieu terrestre. En 2011, on comptait 1667 métabolites identifiés produits 

par des micromycètes du genre Penicillium dont seulement 201 étaient des métabolites produits par des 

Penicillium marins (12%). Parmi ces 201 métabolites, 4% étaient chlorés. Si l‘on considère maintenant 

les métabolites produits par les Penicillium terrestres (1466), le pourcentage de composés chlorés est de 

6% (85 métabolites). Parmi les 135 composés cytotoxiques relevés, seulement 4% sont des composés 

chlorés ce qui correspond bien à la répartition globale. La ligérine est la seule molécule chlorée décrite 

au sein des terpènoïdes cytotoxiques sélectionnés pour cette étude. Les six autres composés chlorés 

sont des polycétides (4 analogues de terrestrol : terrestrol B, D, F et G, le 2-chloro-6-(methoxymethyl)-

1,4-benzenediol et chloctanspirone A). Ces constations montrent que la présence en abondance de 

NaCl dans le milieu où se développent les Penicillium marins ne semble en fait pas avoir d‘influence 

sur la production de molécules chlorées qui ne sont pas produites de manière plus abondantes qu‘en 

milieu terrestre non salé. 

 

 

Figure I-8 : Répartition des métabolites chlorés ou non produits par des Penicillium 

ou des microorganismes marins ou terrestres (Antibase 2011(Laatsch, 2011)) 

 

1.4. Conclusion de l’étude des métabolites cytotoxiques de Penicillium marins 

En conclusion, la diversité moléculaire des métabolites cytotoxiques issus de Penicillium marins décrits 

dans cette revue est assez importante. Les constructions structurales sont très variées et plusieurs 

d‘entre elles ont été découvertes dans des espèces marines de Penicillium, soulignant l‘importance de 

l‘investigation de l‘environnement marin pour poursuivre la découverte de la biodiversité chimique et 

ses potentiels thérapeutiques. Le faible nombre de métabolites chlorés décrits met en évidence un 

champ intéressant d‘investigation pour la recherche de métabolites originaux bioactifs issus des 

Penicillium marins. 
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2. MMS351-Penicilliumnov. sp. et ligérine 

Parmi les métabolites cytotoxiques de cette étude bibliographique, la ligérine, mérosesquiterpène 

chloré possèdant une activité cytostatique intéressante in vitro sur cellules d‘ostéosarcomes, a été 

découverte au sein du laboratoire (cf Annexe XX, Vansteelandt et al., 2013). Suite à un screening 

concernant la cytotoxicité d‘extraits fongiques, une nouvelle espèce de Penicillium marin (souche 

MMS351) avait été sélectionnée pour son activité sur cellules cancéreuses et son absence de toxicité 

sur cellules non tumorales. Un fractionnement de l‘extrait guidé par biosuivi avait permis d‘isoler la 

ligérine (Figure I-9). Ce composé possédant une activité prometteuse pour le traitement des tumeurs 

osseuses a mené au dépôt d‘un brevet entre l‘Université de Nantes et la société Atlantic Bone 

ScreenTM,positionnée dans l‘évaluation préclinique de candidats médicamenteux dans le traitement 

des pathologies osseuses. La suite de ce manuscrit s‘intéresse principalement à l‘évaluation 

pharmacologique de la ligérine, à l‘étude de la nouvelle espèce fongique qui la produit et à ses 

analogues tant synthétiques que naturels. 

 

 

Figure I-9 : Penicilliumnov. sp. producteur de ligérine et structure de cette molécule 
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La ligérine est un mérosesquiterpène qui appartient à une série chimique dont le premier représentant 

décrit fut la fumagilline. Cette dernière a été isolée en 1949 par Eble et Hanson à partir d‘un extrait 

d‘une souche du micromycète Aspergillus fumigatus (Hanson et Eble, 1949; Eble et Hanson, 1951). La 

fumagilline avait alors été décrite pour ses propriétés antibactériennes. A une époque synonyme de 

ruée pour trouver des nouveaux antibiotiques pouvant remplacer ou concurrencer la pénicilline, la 

compagnie pharmaceutique Upjohn®aalors déposé le premier brevet sur cette molécule protégeant 

ainsi sa production par deux souches d‘A. fumigatus(Hanson, 1953). Néanmoins, les tests cliniques 

n‘ont pas montré d‘activité antibiotique évidente de la fumagilline pour un traitement chez l‘Homme. 

En 1957, la société Abbott®a déposé un brevet protégeant la spécialité Fumidil B®pour une utilisation 

à des fins vétérinaires notamment pour le traitement des parasitoses des abeilles infectées par les 

microsporidies Nosema apis et Nosema ceranae(champignons microscopiques unicellulaires) (Katznelson 

et Jamieson, 1952). Dans le même temps, une compagnie hongroise appelée ChinoinTM, a enfreint les 

droits couverts par ce brevet et a commencé la commercialisation en Europe de l‘est. La fumagilline 

étant un produit mineur du large panel de produits pharmaceutiques de la société AbbottTM, aucune 

poursuite nefut engagée concernant la violation de propriété. A ce jour, de nombreux composés ont 

été testés pour le traitement des nosémoses mais aucun traitement ne s‘est révélé être plus efficace que 

la fumagilline. De plus, aucune résistance de Nosema apis n‘a été rapportée face à ce traitement. 

Cependant, le Fumidil B®est aujourd‘hui interdit de vente et d‘utilisation en France et dans la plupart 

des pays membres de l‘Union Européenne du fait de sa rémanence dans le miel et de sa toxicité, et 

plus précisément de ses effets potentiellement génotoxiques vis-à-vis des consommateurs de miel. 

Dans les années 90,cette molécule aconnu un regain d‘intérêt au vu de son activité anti-angiogénique 

(Folkman et al., 1989). C‘est la contamination fongique accidentelle de flasques de cultures de cellules 

endothéliales qui a permis à Ingber, un collègue de Folkman de découvrir l‘activité anti-angiogénique 

de la fumagilline, du fait de l‘arrondissement anormal des cellules. Le champignon incriminé avait 

alors été isolé et identifié comme étant une souche d’Aspergillus fumigatus Fres.. L‘activité observée sur 

les cellules endothéliales fut alors attribuée à la fumagilline. Cette molécule a ensuite largement 

démontré son activité inhibitrice de la prolifération des cellules endothéliales in vitro et inhibitrice de la 

croissance des vaisseaux sanguins in vivo(Ingber et al., 1990). Cette découverte a grandement contribué 

à initier la recherche et le développement d‘une nouvelle classe pharmacothérapeutique dans le 

traitement des cancers : les anti-angiogéniques. Dernier rebondissement en date, les propriétés 

antiparasitaires de la fumagilline initialement mais brièvement employée dans les années 50 pour le 

traitement des amibiases intestinales, ont été redécouvertes. Elle est depuis 2007 utilisée pour le 

traitement des microsporidioses chez les patients atteints du SIDA (Molina et al., 1997; Molina et al., 

2000).Cependant, étant donné l‘importante toxicité de ce composé, notamment sa toxicité sur les 

lignées hématopoïétiques, de nombreux dérivés ont été synthétisés afin d‘augmenter son efficacité tout 

en diminuant ses effets secondaires. Par ailleurs, la recherche d‘analogues naturels de cette série 

chimique a aussi intéressé les chimistes des produits naturels qui ont pu découvrir des composés 

originaux aux activités biologiques intéressantes.  

Le premier chapitre de cette partie II recense les analogues naturels décrits dans cette série chimique 

ainsi que les composés de synthèses les plus connus. Nous nous intéresserons également à leurs 

activités biologiques et aux mécanismes d‘action associés, pour enfin, apporter des éléments de 

réponse concernant les relations structure-activités et présenter les drug-leads actuellement en 

développement. Néanmoins, aucun des dérivés de la fumagilline, qu‘il soit d‘origine naturelle, 
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hémisynthétique ou synthétique n‘a fait l‘objet d‘une évaluation pharmacologique pour le traitement 

des cancers osseux primitifs, pathologies qui seront présentées dans le chapitre II.C‘est ce constat qui a 

motivé les travaux présentés dans le troisième chapitre, et qui ont consisté à étudier l‘activité anti-

ostéosarcome de la ligérine et de divers dérivés hémisynthétiques. 
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CHAPITRE I.  

Etude bibliographique - Fumagilline & co :  

la course à la molécule active 

1. Les molécules naturelles et synthétiques 

1.1. Les analogues naturels 

La fumagilline a été le premier composé identifié dans cette série de mérosesquiterpènes à partir d‘un 

Aspergillus fumigatus(Hanson et Eble, 1949; Eble et Hanson, 1951). L‘étude par dégradation chimique 

avait alors permis d‘en définir une structure hypothétique (Figure II-1) (Tarbell et al., 1961). La 

conformation de la molécule a été établie en deux temps : en 1961 grâce à l‘analyse cristallographique 

du fumagillol (McCorkindale et Sime, 1961; Turner et Tarbell, 1962) et en 2000 avec la fumagilline 

(Halász et al., 2000). Ainsi, la conformation de la fumagilline est la suivante (Figure II-1) : 

-le cyclohexane est sous la forme chaise, 

-le spiro-époxyde en C3 est quasi-axial, 

-la chaîne en C4 et le méthoxyle en C5 sont en position équatoriale, 

-la chaîne décatétraènedioyle en C6 est axiale et ses quatre liaisons conjuguées sont de configuration 

trans. Il est à noter qu‘une C2‘‘-3‘‘ cis-fumagilline existe très probablement puisque Kwon et 

al.décrivent en 2000 l‘isolement d‘un ester méthylique de la cis-fumagilline après traitement au 

diazométhane de leur extrait de P. janczewskii(Kwon et al., 2000). 

La configuration absolue de la fumagilline est la suivante : 3R, 4S, 5S, 6R, 1‘R, 2‘R. 

 

Figure II-1 : Structure et configuration de la fumagilline 
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Trois analogues présentant la même chaîne trans aliphatique insaturée que la fumagilline ont été 

décrits : 

 

La 5-déméthoxy-fumagilline qui a été isolé en 1998 par Hong et 

al. ne diffère de la fumagilline que par l‘absence dans sa structure 

chimique du groupement méthoxyle en C5. Ce composé a aussi 

été isolé à partir d‘un extrait d‘une souche d‘Aspergillus fumigatus 

tout comme plusieurs des analogues naturels de cette série 

chimique (Hong et al., 1999). 

La fumagiringilline fait partie des analogues produits par 

Aspergillus fumigatus.Cet analogue de la fumagilline dont les deux 

époxydes sont ouverts et cyclisés pour former un cycle 

tétrahydrofurane supplémentaire, a été isolée en 2004 (Jiao et al., 

2004). 

Le Sch-528647aussi produit par A. fumigatus,a quant à lui été 

découvert en 2001 par Chu et al. appartenant au groupe de 

recherche Schering-PloughTM. Sa structure chimique correspond 

à celle de la fumagilline à l‘exception du spiro-époxide en C3 qui 

est remplacé par un groupement méthylène. 

Le fumagillol, version non estérifiée de la fumagilline, présente 

ainsi un hydroxyle en C6. Il a été isolé pour la première fois 

d‘une souche de Penicillium jensenii en 1988 (Hatanaka et al., 

1988), mais est facilement obtenu par saponification de la 

fumagilline. Cette série compte deux autres molécules :  

le FR-65814 et le cordycol. 

Le FR-65814 aété isolé en 1988 d‘une culture de 

Penicillium jensenii F-2883 cultivée sur milieu MEA (Malt extract 

agar) par une équipe japonaise appartenant à la Fujisawa 

Pharmaceutical Company®qui après fusion en 2005 avec la 

société Yamanouchi Pharmaceutical Company®a donné le 

groupe Astellas PharmaTM, qui fait partie des 20 plus 

importantes entreprises pharmaceutiques dans le monde 

(Hatanaka et al., 1988).  

Plus récemment, en 2013, le cordycol, analogue du fumagillol 

dont le spiro-époxide est remplacé par un groupement 

méthylène,a été isolé d‘un extrait du macromycète 

Cordyceps ophioglossoides. 
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Analogue oxydé en C6 du fumagillol, le composé nommé RK-805 a été isolé 

d‘un extrait d‘une souche de Neosartorya sp.(Asami et al., 2004). La synthèse 

totale de ce composé a été publiée en 2006 par Yamaguchi et al. qui décrivent 

par la même occasion une manière de synthétiser le fumagillol, le FR65814, 

l‘ovalicine et la 5-déméthyl-ovalicine (Yamaguchi et al., 2006). 

L‘ovalicine produite par Pseudorotium ovalis fut le deuxième composé 

découvert dans cette série chimique, isolé pour la première fois en 1968 par 

Sigg et al. (Sigg et Weber, 1968). Elle présente la particularité de posséder un 

carbone quaternaire supplémentaire par rapport au RK-805, le C4 du 

cyclohexane étant substitué par un hydroxyle. 

 

De nombreux analogues de l‘ovalicine ont été décrits de genres variés de micromycètes :  

- la 5-déméthylovalicine,  

- trois analogues pour lesquels le spiro-époxyde n‘est pas observé : la chlorohydrine 

chlovalicine, seul composé halogéné décrit avant la ligérine et deux dérivés cyclisés, et 

- le Merf3, l‘hydroxy-ovalicine. 

 

 

Figure II-4 : Structures de la 5-déméthyl-ovalicine, de deux dérivés cyclisés de l’ovalicine,  

de l’ovalicine, de la chlovalicine et de l’hydroxy-ovalicine (Merf3) 

 

La 5-déméthylovalicinea été isolée en 2002 à partir d‘un extrait d‘une souche de 

Chrysosporium lucknowense (Son et al., 2002). 

La chlovalicine, analogue chloré de l‘ovalicine, a été découvert en 1996 par Hayashi et al. d‘un extrait 

d‘une souche de Sporothrix sp. FO-4669 (Hayashi et al., 1996). La même année, cette équipe découvrait 

aussi, deux dérivés cyclisés, l‘un des deux présentant la particularité d‘être soufré (Takamatsu et al., 

1996). 
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Le composé Merf3 correspond quant à lui à la 6’-hydroxy-ovalicine eta été isolé en 1999 d‘un filtrat 

de culture de Metarrhyzium sp.provenantd‘un échantillon de terreprélevé dans la préfecture de 

Kanagawa au Japon (Kuboki et al., 1999). 

Enfin, des composé possédant le noyau sesquiterpène du fumagillol intact, mais dont la chaîne ester 

est modifiée ont également été décrits : le RK-95113 et le FR-111142. 

 

L‘équipe japonaise ayant purifiée le RK-805, a purifié deux ans plus 

tard le RK-95113.Cet analogue décarboxylé de la fumagilline est 

aussi un métabolite produit par Aspergillus fumigatus (Asami et al., 

2006). 

Le groupe de recherche Fujisawa ayant décrit le composé FR-65814 

est aussi à l‘origine de la découverte en 1991du composé FR-

111142dont la chaîne acide gras en C6 est dihydroxylée (Otsuka et 

al., 1991). L‘organisme producteur était le champignon 

Scolecobasidium arenarium isolé de morceaux de bois en 

décomposition collectés sur une plage du Japon. 

 
Figure II-5 : Structures du RK-

95113 et du FR-111142 
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Tableau II-1 : Dérivés naturels de la fumagilline classés par espèces productrices 

(origine du premier isolement, formule brute, masse moléculaire et référence)  

Espèce productrice Métabolite 
Formule 

brute 

Masse 

moléculaire 

Référence 

bibliographique 

Aspergillus fumigatus Fumagilline C26H34O7 458,2304 (Hanson et Eble, 1949) 

5-Déméthoxy-

fumagilline 
C25H32O6 428,2199 (Hong et al., 1999) 

Sch-528647 C26H34O6 442,2355 (Chu et al., 2003) 

Fumagiringilline C26H36O8 476,2410 (Jiao et al., 2004) 

RK-95113 C24H34O5 402,2406 (Asami et al., 2006) 

Chrysosporium lucknowense  5-Déméthyl-

ovalicine 
C15H22O5 282,1467 (Son et al., 2002) 

Cordyceps ophioglossoides Cordycol C15H24O2 236,1776 (Sun et al., 2013) 

Metarrhizium sp. F3 Hydroxyovalicine 

(Mer-f 3) 
C16H24O6 312,1573 (Kuboki et al., 1999) 

Neosartorya sp.  RK-805 C16H24O4 280,1675 (Asami et al., 2004) 

Penicillium jensenii FR-65814 C15H24O4 268,1675 (Hatanaka et al., 1988) 

Fumagillol C16H26O4 282,1831 (Hatanaka et al., 1988) 

Penicillium ligerum Ligérine C20H31ClO7 418,1758 (Vansteelandt et al., 2013) 

Pseudorotium ovalis 

Sporothrix sp. 
Ovalicine 

(graphinone) 
C16H24O5 296,1624 (Sigg et Weber, 1968) 

Scolecobasidium arenarium  FR-111142 C22H34O7 410,2305 (Otsuka et al., 1992) 

Sporothrix sp Chlovalicine C16H25ClO5 332,1391 (Hayashi et al., 1996) 

Dérivé cyclisé de 

l'ovalicine 
C16H26O6 314,1729 (Takamatsu et al., 1996) 

Dérivé soufré de 

l'ovalicine 
C16H26O5S 330,1501 (Takamatsu et al., 1996) 

 

Ainsi quinze analogues naturels ont été décrits depuis la découverte de la fumagilline en 1949 et la 

ligérine constitue le dix-septième dérivé observé. D‘un point de vue taxonomique, on remarque que la 

distribution des genres capables de produire ces molécules est éclatée au sein des Ascomycètes. Les 

micromycètes producteurs sont de genres très différents tels qu‘Aspergillus, Sporothrix, Chrysosporium, 

Penicilliummais appartiennent curieusement à seulement une ou deux espèces au sein de ces genres. 

Ceci est particulièrement notable pour le genre Aspergillus représenté par la seule espèce : Aspergillus 

fumigatus. C‘est l‘espèce la plus étudiée et citée dans les travaux sur ces sesquiterpènes et à partir de 

laquelle la fumagilline et quatre de ses analogues ont été initialement isolés. Au sein du genre 

Penicillium, la distribution semble plus homogène puisque les trois espèces recensées font toutes parties 

de la section Canescentia : 

- Penicillium jensenii,espèce ayant permis l‘isolement du fumagillol et du FR-65814 et qui a 

étésélectionnée pour la production de fumagilline d‘après un brevet de la Fujisawa 

Pharmaceutical Company®(Fujisawa Pharmaceutical Co., 1986) 

- Penicillium janczewki, espèce productrice de fumagilline(Kwon et al., 2000; Bunger et al., 2004), 

- Penicillium ligerum, espèce productrice de ligérine. 
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Si certains analogues n‘ont été décrits que chez une seule espèce, la fumagilline et le fumagillol ont été 

identifiés dans des extraits de culture de souches appartenant à des genres variés (Aspergillus, 

Penicillium, Neosartorya, Metharhizium…). Il semblerait donc que le fumagillol puisse jouer un rôle de 

précurseur dans la biosynthèse des composés de cette série chimique. 

1.2. La biosynthèse 

Malgré le séquençage du génome d‘Aspergillus fumigatus(Nierman et al., 2005), la voie biosynthétique de 

la fumagilline n‘est que partiellement connue. Les premières études menées par Cane et al. à l‘aide 

d‘isotopes radiomarqués ont mis en évidence que le précurseur de l‘ovalicine serait le β-trans-

bergamotène, sesquiterpène isolable à partir de cultures d‘A. fumigatus(Cane et King, 1976; Cane et 

Levin, 1976; Cane et Buchwald, 1977). 

Plus récemment, la compréhension de la biosynthèse a été complétée par l‘étude du cluster de gènes 

responsable de la biosynthèse de la fumagilline. Lin et al.ont confirmé les conclusions de Cane et al.en 

mettant en évidence chez A. fumigatus la présence d‘une β-trans-bergamotène synthase, cyclase 

responsable de la formation duβ-trans-bergamotène à partir du farnesyl-PP (FPP, (Lin et al., 2013)). 

Ils ont également montré que la délétion du gène FmaA codant pour cette terpène cyclase entraînait 

l‘inhibition de la production de fumagilline, faisant le lien entre le précurseur sesquiterpénique linéaire 

et celle-ci. Ces résultats ont été confirmés et complétés par Wiemann et al.qui ont montré que le 

fumagillol est le précurseur déacylé de la fumagilline : l‘enzyme FmaC estérifie l‘hydroxyle du 

fumagillol en C6 par un acide gras, l‘acide dodécapentanéique, lui-même synthétisé par la PKS 

FmaB(Wiemann et al., 2013). Par contre, les processus intervenant entre le β-trans-bergamotène et la 

formation du fumagillol (réarrangement et fonctionnalisation du cyclohexane et formation des 

époxydes) ne sont pas encore élucidés. Néanmoins, les travaux réalisés sur la biosynthèse de la 

fumagilline ont permis de décrire pour la première fois l‘organisation extrêmement complexe des 

gènes du métabolisme secondaire fongique, avec la démonstration de la présence chez A. fumigatus, 

N. fisheri et M. anisoplaed‘un « supercluster » entremêlant les gènes de la biosynthèse de la fumagilline 

et ceux de la biosynthèse des pseurotines, polycétides de structure azaspirofuranelactone. 
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Figure II-6 : Voies biosynthétiques hypothétiques de la fumagilline et 

de la pseurotine A (d’aprèsWiemann et al., 2013)  

Les flèches vertes correspondent aux gènes responsables de la biosynthèse de la fumagilline FmaA, terpène 

cyclase, enzyme impliquée dans la production de β-trans-bergamotène ; FmaG, P450 monooxygènase 

impliquée dans le réarrangement oxydatif du β-trans-bergamotène; FmaD, O-méthyltransférase : enzyme 

impliquée dans la méthylation de l‘hydroxyle en C5; FmaB, PKS impliquée dans la production de la chaîne 

pentaènique et FmaC, enzyme responsable de l‘estérification du fumagillol; FmaF, phytanoyl-CoA oxidase, 

enzyme impliquée dans l‘oxydation de la fumagilline aldéhyde; FPP, farnesyl-pyrophosphate 

 

1.3. Les dérivés synthétiques 

La première synthèse totale de la fumagilline sous sa forme racémique a été décrite en 1972 par Corey 

et Snider(Corey et Snider, 1972) suivievingt-cinq ans après, par la première synthèse totale du 

(-)-fumagillol (Kim et al., 1997). En effet, c‘est dans les années 90, suite à la découverte des propriétés 

anti-angiogéniques de la fumagilline, que cette famille chimique a réellement suscité l‘intérêt des 

chimistes de synthèse qui ont alors synthétisé de nombreux dérivés. Les premières études décrivant la 

synthèse d‘une grande variété d‘analogues de cette série chimique ont été réalisées en 1992 par Marui 

et son équipe et ont fait l‘objet de trois publications (Marui et al., 1992; Marui et Kishimoto, 1992; 

Marui et al., 1995). Les auteurs ont alors obtenu différentes séries de composés en modulant les 

chaînes en C4 et C6, en ouvrant le spiro-époxyde en C3 et/ou modifiant les substituants présents sur 

le cyclohexane. Un panel de composés de synthèse illustrant ces modulations est présenté dans la 

Figure II-13.L‘impact de ces modifications structurales sur l‘activité des composés sera détaillé par la 

suite dans la partie relations structure-activité de ce chapitre. 
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Figure II-7 : Pharmacomodulations apportées à la fumagilline : exemples d’analogues de synthèse 

 

2. Activités biologiques/Mécanisme d’action  

2.1. Propriétés antifongiques 

Si la fumagilline a initialement été décrite pour ses propriétés antibactériennes (Hanson et Eble, 

1949),elle a surtout été employée pour ses propriétés antifongiques, mises à profit pour le traitement 

de parasitoses des abeilles par Nosema apis et Nosema ceranaesous le nom de spécialité Fumidil B®. 

Dans le domaine vétérinaire, d‘autres études ont montré un effet significatif contre les parasites du 

genre Myxozoan infectant les poissons (Molnar et al., 1987; Hedrick et al., 1988). 

La fumagilline présente également une activité contre diverses microsporidies et cryptosporidies. Elle 

a notamment été étudiée pour le traitement de microsporiodioses oculaires dans le cas de kérato-

conjonctivites (Diesenhouse et al., 1993). Plus récemment, l‘équipe du Dr Molina a démontré 

l‘efficacité de la fumagilline dans le traitement des microsporidioses chez des patients atteints du 

SIDA (Molina et al., 2002). La fumagilline est d‘ailleurs la seule moléculeutilisée pour le traitement 

des diarrhées sévères dues à une microsporidiose intestinale à Enterocytozoon bieneusi dans le cas de 

patients adultes, infectés par le virus de l'immunodéficience humaine (VIH), sévèrement 

immunodéprimés après échec d'une restauration immunitaire par traitement antirétroviral (Molina et 

al., 1997; Molina et al., 2000).Une préparation pharmaceutique commercialisée sous le nom de 

Flisint® (FLISINT 20 mg Gél Fl/42 AMM 340095676653)est utilisé dans cette indication. Ce 

médicament classé dans les antiparasitaires systémiques se présente sous la forme de gélules contenant 

20 mg de fumagilline et est uniquement réservé à un usage hospitalier. 
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2.2. Propriétés antiparasitaires 

Des propriétés contre les amibes Entamoeba histolyticaont aussi été décrites (McCowen et al., 1951) et la 

fumagilline a pu être utilisée dans le cas d‘amibiases chez l‘Homme (Killough et al., 1952). Cette 

indication est aujourd‘hui abandonnée. 

La fumagilline ainsi que deux dérivés d‘hémisynthèse, le TNP-470 et le fumarranol, ont été décrits 

pour leurs propriétés antiplasmodiales. Ceux-ci ont présenté une activité contre 4 souches de 

P.falciparum incluant des souches chloroquino-résistantes (Arico-Muendel et al., 2009a). Ces 

sesquiterpènes sont capables de bloquer le développement de la malaria in vitro et in vivo. Parmi les 

composés testés le fumarranol possédait l‘activité la plus intéressante. 

Une activité anti-leishmania a également été démontrée (Zhang et al., 2002). Enfin, Hua et al. ont 

évalué les propriétés anti-trypanosomiales de l‘ovalicine et d‘une série de dérivés, montrant leur 

utilisation potentielle contre le parasite Trypanoma brucei responsable de la trypanosomiase humaine 

africaine : la maladie du sommeil (Hua et al., 2008). 

2.3. Propriétés antivirales 

Des études récentes ont démontré que la fumagilline pouvait servir de molécule lead pour le 

développement de nouveaux agents ciblant la protéine Vpr du virus de l'immunodéficience humaine 

(VIH) (Watanabe et al., 2006). Cette protéine Vpr est impliquée dans la réplication virale et joue un 

rôle essentiel dans la pathogénèse du virus. Néanmoins, aucun traitement efficace ciblant cette 

protéine n‘a pour l‘instant été développé pour le traitement du SIDA. 

2.4. Propriétés immunosuppressives 

Lors de l‘isolement du fumagillol et de son analogue déméthylé, le FR-65814, les auteurs avaient pu 

observer l‘activité immunosuppressive des deux composés grâce au test MLR (Mixed Lymphocyte 

reaction). Le FR-65814 posséde une activité immunosuppressive plus importante que le fumagillol 

avec des CI50 respectives de 34 nM et de 250 nM (Hatanaka et al., 1988). L‘ovalicine présente aussi ce 

type d‘activité (Arrenbrecht et Lazary, 1970). 

D‘une façon plus précise, l‘ovalicine et la chlovalicine ont montré une activité inhibitrice de 

l‘interleukine 6 (IL-6) (Hayashi et al., 1996). L‘IL-6 estune cytokine multifonctionnelle qui est produite 

par de nombreuses cellules provenant de lignées lymphoïdes ou non-lymphoïdes et qui intervient dans 

la réponse immunitaire, dans l‘hématopoïèse, dans les réactions de phases aigües et au sein du 

système nerveux (Yamasaki et al., 1988). L‘IL-6 joue un rôle central de régulation dans les 

mécanismes de défenses. Il a été notamment démontré qu‘un dérèglement de l‘expression de l‘IL-6 

était impliqué dans la pathogenèse de maladies auto-immune et dans la cachexie lié aux pathologies 

malignes lymphoïdes. L‘inhibition de l‘activité de l‘IL-6 soulagerait notamment la cachexie (Weidle et 

al., 2010). Yamakasi et al. avaient avancé que la chlovalicine pourrait être un nouveau type de 

médicament anti-allergique puisqu‘elle possèdeà la fois des propriétés inhibitrices de l‘activité de l‘IL-

6 et de la production d‘immunoglobine E (IgE) (Yamasaki et al., 1988). 
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2.5. Traitement des pathologies articulaires 

Un des analogues de synthèse, le PPI-2458 a démontré son potentiel d‘inhibition de la prolifération 

des synoviocytes fibroblastes-like provenant de patients souffrant d‘arthrite rhumatoïde (les cellules 

synoviales jouant un rôle crucial dans le développement de pathologies inflammatoires chroniques 

telles que l‘arthrite rhumatoïde) (Bernier et al., 2004). De plus, ce composé a prouvé son efficacité dans 

l‘inhibition de la différenciation des ostéoclastes et de la résorption osseuse dans des modèlesin vitro et 

in vivo chez le rat, diminuant l‘inflammation et la destruction de l‘articulation. Sur des modèles 

d‘arthrites aigües et chroniques induites par le collagène, cette molécule a permis également de réduire 

les signes cliniques. Ces résultats suggèrent que les dérivés de la fumagilline sont de potentiels agents 

thérapeutiques de l‘arthrite rhumatoïde (Hannig et al., 2007).  

2.6. Propriétés anticancéreuses 

 Activité antiproliférative 

Lors d‘études in vitroles sesquiterpènes de la série fumagilline ont révélé une activité cytostatique sur 

des cellules tumorales humaines et non humaines. Le TNP-470 étant le plus étudié, les CI50 associées 

aux activités antiprolifératives sur différents types de cellules tumorales sont recensées dans leTableau 

II-2. 

 

Tableau II-2 : Activité antiproliférative in vitro du TNP-470 

Type de cellules tumorales CI50 (en µM) Référence 

Humaines 
  

carcinome épidermoïde A-431 5,3 (Perron-Sierra et al., 2002) 

carcinome prostatique PC-3 12 (Yamaoka et al., 1993) 

carcinome mammaire MDA-MB-231 11 (Yamaoka et al., 1993) 

choriocarcinome GCH-1(m) 0,012 (Yanase et al., 1993) 

carcinome ovarien Nakajima 5,7 (Yanase et al., 1993) 

glioblastome U-87 MG 0,00014 (Takamiya et al., 1994) 

carcinome pulmonaire A549 50 (Liu et al., 2010) 

carcinome hepatocellulaire HepG2 0,86 (Hou et al., 2011) 

adenocarcinome du col de l'utérus 

HeLa 
2 (Hou et al., 2011) 

carcinome colorectal SW1116 5,5 (Hou et al., 2011) 

adénocarcinome gastrique BGC823 1,5 (Hou et al., 2011) 

Murines 
  

lymphome P388 0,025 (Han et al., 2000) 

lymphome EL4 0,00007 (Han et al., 2000) 

carcinome rénal Renca 1,5 (Morita et al., 1994) 
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 Activité anti-angiogénique 

L‘angiogenèse est le processus de création de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de la 

vascularisation originelle via la prolifération des cellules endothéliales. C‘est donc un processus 

nécessaire à une bonne irrigation sanguine des organes. Dans les années 1970, Folkman a été le 

premier à suggérer que l‘angiogenèse générant une hypervascularisation locale jouait un rôle 

fondamental dans la croissance tumorale et la propagation des métastases(Folkman, 1971; Folkman, 

1974). Depuis, de très nombreuses études cliniques ont démontré cela, indiquant alors que l‘inhibition 

de l‘angiogenèse permettait d‘endiguer la croissance des tumeurs et l‘évolution métastatique (Figure 

II-8). L‘angiogenèse est aujourd‘hui considérée comme une cible de choix pour le traitement des 

cancers mais aussi des maladies cardiovasculaires, de rétinopathies diabétiques et d‘hémangiomes.  

 

Figure II-8 : Angiogenèse tumorale (d’après Siemann, 2002) 

 

La fumagilline et ses analogues ont montré une activité antiproliférative des cellules endothéliales in 

vitro et une inhibition de l‘angiogenèse induite par les tumeurs in vivo. De très nombreuses études ont 

rapporté les tests de ces composés sur des lignées de cellules endothéliales, comprenant notamment les 

cellules endothéliales humaines différenciées isolées à partir de la veine de cordon ombilical 

(HUVEC : human umbilical vein endothelial cells), les cellules endothéliales d‘aorte bovine (BAEC : 

bovine aortic endothelial cells) et les cellules endothéliales d‘artère pulmonaire de veau (CPAE : calf 

pulmonary artery endothelial). A titre d‘exemple, le TNP-470 inhibe de manière dose dépendante, la 

prolifération des cellules HUVEC stimulées par des facteurs de croissance, avec une CI50 de 15 pg/mL 

(Kusaka et al., 1994). Un effet cytostatique pleinement réversible est observé à faibles doses (<30 

µg/mL) alors qu‘à plus fortes doses, l‘effetest cytotoxique et irréversible. 

En outre, l‘effet antiprolifératif du TNP-470 s‘exerçant à des concentrations environ 3 fois supérieures 

sur cellules tumorales par rapport aux cellules endothéliales. Ceci suggère que l‘activité antitumorale 

et inhibitrice du développement de métastases observée in vivo est sûrement due à une inhibition de 

l‘angiogenèse plutôt qu‘à une inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses (Yamaoka et al., 

1993; Kudelka et al., 1998; Bergers et al., 1999). Le TNP-470 est d‘ailleurs la première molécule de 

faible poids moléculaire à avoir été évaluée comme anti-angiogénique lors de recherches cliniques 

étudiant le traitement de cancer. 
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Le Tableau II-3 présente l‘activité sur cellules HUVEC de différents analogues de la fumagilline. On 

remarque que le fumagillol et la fumagilline présentent les activités les plus faibles. 

 

Tableau II-3 : Activité antiproliférative sur cellules HUVEC 

Composé CI50 (en nM) Référence 

Fumagilline 

8,9 (Wang et al., 2011) 

8.9 (Cheng et al., 2010) 

0,82 (Fardis et al., 2003) 

1,1 (Asami et al., 2006) 

TNP-470 

3,16 (Galal et al., 2009) 

0,76 (Wang et al., 2011) 

8,9 (Liu et al., 2010) 

0,52 (Fardis et al., 2003) 

0,01 (Marui et al., 1992) 

0,15 (Asami et al., 2004) 

0,15 (Asami et al., 2006) 

CKD-731 2,6 (Fardis et al., 2003) 

PPI-2458 
0,095 

(Arico-Muendel et al., 

2009b) 

0,2 (Bernier et al., 2004) 

RK-95113 0,25 (Asami et al., 2006) 

Fumagillol 49 (Fardis et al., 2003) 

Ovalicine 0,07 (Asami et al., 2004) 

RK-805 0,11 (Asami et al., 2004) 

2.7. La cible : la méthionine aminopetidase 2 (MetAP2) 

En 1997, deux équipes identifièrent simultanément mais de manières différentes la principale cible 

moléculaire de cette série chimique comme étant la méthionine aminopeptidase 2 (MetAP2)(Griffith 

et al., 1997; Sin et al., 1997). Cette enzyme ainsi que la MetAP1 sont des métalloprotéases 

intracellulaires. Elles ont été initiallement décrites comme responsablesdu clivage de la méthionine C-

terminaleprésente sur les polypeptides nouvellement synthétisés. Ce clivage autorise alors la 

réalisation des modifications post-traductionnelles qui sont requises pour la stabilité, l‘activité et la 

localisation intracellulaire des protéines matures. Chez certains procaryotes comme Escherichia coli, 

Bacillus subtilis ou encore Salmonella typhimurium, seul le gène codant pour la MetAP1 a été identifié et 

sa délétion est létale pour ces bactéries (Arfin et al., 1995). A l‘inverse, chez les archées comme 

Methanobacterium thermoautotrophicum, Sulfolobus solfataricus et Pyrococcus furiosis, seule la MetAP2 est 

présente. Les eucaryotes possèdent quant à eux deux métalloprotéases proches, également nommées 

MetAP1 et 2, mais de structures protéiques légèrement différentes de celles des procaryotes. Chez les 

levures, l‘extinction de l‘un des deux gènes codant pour les MetAP entraîne une diminution de la 

croissance cellulaire, tandis que la délétion des deux est létale indiquant le rôle essentiel de ces deux 

enzymes (Li et Chang, 1995).Il existe aussi des différences structurales entre les MetAP2 présentes 

chez les eucaryotes : la séquence du gène de la MetAP2 chez Plasmodium falciparumne possède que 

40% d‘homologie avec la séquence de l‘enzyme chez la souris ou l‘Homme(Datta, 2009).Ces 

différences ont des répercussions sur les fonctions biologiques de ces protéines, y compris sur la façon 

dont de petites molécules exogènes peuvent intéragir avec elles : alors que la fumagilline se fixe de 
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manière irréversible à la MetAP2 humaine, il a été montré que des analogues pouvaient se lier de 

manière réversible à la MetAP2 de P. falciparum (PfMetaP2) (Chen et al., 2009). Ces résultats mettent à 

jour que la MetAP2 peut être considérée comme une cible pour le développement de traitements 

antipaludiques et de manière plus générale pour la recherche de médicaments antiparasitaires. 

2.7.1. Implications de la MetAP2 dans les différents processus biologiques 

Les rôles de la MetAP2 sont complexes et encore incomplètement élucidés, les données de la 

littérature étant d‘ailleurs parfois contradictoires. Ainsi, d‘un point de vue mécanistique, 

contrairement à ce qui avait été décrit initialement lors de sa découverte et qui est bien démontré in 

vitro, la MetAP2 n‘aurait pas d‘activité aminopeptidaseintrinsèque in vivo (à l‘inverse de la MetAP1). 

De même, si des concentrations supérieures en MetAP2 ont été détectées dans la plupart des cellules 

tumorales par rapport aux autres types cellulaires, ainsi que dans des cellules de cholangiocarcinome 

(CCA) bien différenciées par rapport aux mêmes cellules non différenciées, son expression in vivo 

serait néanmoins dépendante du micro-environnement tumoral (Datta, 2009). 

Par contre, il a été clairement établi qu‘elle possède une activité autoprotéolytique, et qu‘elle agit sur 

la régulation du cycle cellulaire et de la synthèse protéique, par au moins deux voies. Ainsi, elle est 

impliquée dans le contrôle des niveaux de phosphorylation du facteur d‘initiation eucaryotique 2 

(eIF2) : liée à sa sous-unité alpha (eIF2), elle empêche l‘action de la eIF2-specific kinase, qui par 

phosphorylation désactiverait l‘eIF2 et empêcherait sa liaison à l‘ARNt. Ainsi, un haut niveau 

d‘expression de MetAP2 permet une traduction importante de l‘ARNm en protéines. Elle inhibe 

également l‘activation et l‘activité des kinases ERK1/2 : la MetAP2 libre, c'est-à-dire non liée à eIF2, 

se lie à ERK1/2 et entraîne alors leur déphosphorylation. La voie de signalisation médiée par les 

ERK1/2 MAP kinase est alors bloquée, engendrant un arrêt du cycle cellulaire en phase G1 et donc 

l‘arrêt de la prolifération cellulaire (Figure II-9). 

 

Figure II-9 : Modèle présenté par Datta et al.indiquant l’implication de la MetAP2 

dans la croissance cellulaire et la synthèse protéique 

Les mécanismes par lesquels les inhibiteurs de la MetAP2 ont un effet sur l‘induction de l‘apoptose ou 

de la nécrose cellulaire sont également non totalement élucidés. Les inhibiteurs de la MetAP2 
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n‘empêchent pas sa fixation au facteur eIF2. En effet, ces molécules ne se fixent pas au fragment p26 

de l‘enzyme, fragment par lequel elle se lie à eIF2, mais elles se lient au site autoprotéolytique p52 de 

l‘enzyme. Ainsi, la fixation d‘un inhibiteur à la MetAP2 entraînerait son accumulation par diminution 

de son turnover, induisant une augmentation de son effet sur ERK1/2 et donc la mort cellulaire. 

Bien décrit sur cellules tumorales, le rôle de la MetAP2 dans la régulation de la prolifération des 

cellules endothéliales est aussi fondamental, expliquant son implication dans la néovascularisation 

(Griffith et al., 1997). Ainsi, l‘activité anticancéreuse des inhibiteurs de la MetAP2 serait le résultat de 

la combinaison de leurs effets sur les cellules cancéreuses et sur les cellules endothéliales. 

La fumagilline et ses analogues anti-angiogéniques inhibant de manière sélective la MetAP2 chez 

l‘homme, celle-ci est devenue une cible importante pour le développement de nouveaux traitements 

contre différents types de cancer tout comme dans le traitement de maladies liées à un 

disfonctionnement de l‘angiogenèse. 

2.7.2. Interactions molécules-cible 

Les études cristallographiques du complexe fumagilline/MetAP2 ont visé à comprendre les 

interactions de la fumagilline avec le site actif de l‘enzyme (Figure II-10). 

 

 

Figure II-10 : Structure 3D et schéma de la fumagilline liée au site actif de la MetAP2 

(Liu et al., 1998; Gamba-Sanchez, 2012) 

 

La fumagilline interagit avec la MetAP2 de manière compétitive par rapport à ses substrats endogènes 

(néopeptides) avec lesquels elle ne partage néanmoins aucune similitude structurale. En effet, la 

chaîne en C4 s‘insère dans la poche active de l‘enzyme en lieu et place du résidu méthionine N-

terminal des peptides natifs, position qui est stabilisée par la formation d‘une liaison covalente entre le 

méthylène en C7 du spiroepoxyde et une autre partie de cette poche.  

La MetAP2 est connue pour utiliser deux atomes de cobalt au sein de son site actif. En l‘absence de 

substrat, ils sont coordonnés par les acides aminés : Asp251, Asp262, His331, Glu364, Glu459 et une 

molécule d‘eau (Liu et al., 1998). Cependant, de récentes études ont indiqué que l‘implication 

d‘atomes de manganèse serait plus probable car physiologiquement plus appropriée(Wang et al., 

Liaison  hydrogène

Interaction hydrophobe

Liaison covalente
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2003). En présence de fumagilline, ces atomes métalliques activent la molécule d‘eau qui devient 

nucléophile et vient attaquer le spiro-époxyde, provoquant son ouverture. Une liaison covalente se 

forme alors entre le méthylène du spiro-époxyde et un azote de l‘histidine 231 de la MetAP2.Ce 

modèle expliquant la formation de cette liaison covalente est présenté dans la figureIV-10 (Drahl et al., 

2005). 

 

 

Figure II-11 : Modèle de modifications entraînant la liaison covalente des dérivés de la fumagilline  

avec le site actif de la MetAP2 (Drahl et al., 2005) 

 

Une deuxième molécule d‘eau entre en jeu dans la formation de deux liaisons hydrogènes avec 

l‘oxygène du méthoxyle en C5 et l‘époxyde de la chaîne latérale en C4 (Figure II-11). Les études 

cristallographiques ont aussi montré que l‘interaction de la chaine en C4 portant cet époxyde moins 

réactif jouait un rôle dans le positionnement précis du spiro-époxyde à proximité de l‘histidine 231 

permettant leur liaison. La chaine en C6 quant à elle s'étend relativement librement en dehors du site 

actif (Griffith et al., 1997). Dans le cas de la fumagilline, la longue chaîne décatétraènoïque forme des 

interactions hydrophobes avec deux leucines, les Leu328 et Leu447. Enfin, le groupement 

carboxylique de cette chaîne latérale interagit avec l‘aspartate Asp376 par une liaison hydrogène. 

Si la plupart des sesquiterpènes analogues de la fumagilline sont donc des inhibiteurs irréversibles de 

la MetAP2, il semble exister quelques inhibiteurs réversibles. Ceci a notamment été décrit pour des 

analogues ne possédant pas le spiro-époxyde en C3. Néanmoins, sur ce point les données de la 

littérature ne sont pas concordantes (Figure II-12). 
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Figure II-12 : Exemples d’inhibiteurs irréversibles et réversibles 

 

3. Relations structure-activité 

Depuis les années 90, et dans le but d‘améliorer l‘activité de la fumagilline, tous les substituants 

présents sur le cyclohexane ont été modulés, ce qui a permis de comprendre leurs rôles dans l‘effet 

antiprolifératif de ces molécules, et dans les intéractions avec la MetAP2.  

Les différentes études réalisées ont principalement consisté en : 

- la modification du noyau cyclohexane  

- l‘ajout de substituants en C1 et C2 du cyclohexane  

- la supression du groupement méthoxyle en C5 

- la modification structurale de la chaîne en C4 influant sur l‘orientation des molécules dans la poche 

active de la MetAP2 

- l‘ouverture du spiro-époxyde en C3 dont le méthylène est impliqué dans la liaison covalente avec 

l‘His231 

- ou encore, la modulation de la chaîne en C6 qui prend place à l‘extérieur du site actif. 

 

 

Figure II-13 : Pharmacomodulations apportées à la fumagilline 
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3.1. Changement du noyau cyclohexane 

Un remplacement du noyau cyclohexane par un autre type de cycle entraîne une diminution de 

l‘activité. Par exemple,le composé A (Figure II-14) présentant un noyau cyclopentane a été testé pour 

son activité antiproliférative sur les cellules CPAE (calf pulmonary artery endothelial), les cellules de 

lymphome EL-4 et les cellules leucémiques murines P388 et s‘est révéléêtre 100 à 1000 fois moins 

efficace que la fumagilline ou le TNP-470 (Jeong et al., 2005) (Figure II-14). 

 

 

Figure II-14 : Structure du TNP-470 et du composé A synthétisé par Jeong et al.,2005 

 

3.2. Modulations des positions C1 et C2 du cycle cyclohexane 

Les modulations des positions C1 et C2 ont montré que les 

modifications ne présentaient pas d‘intérêt pour augmenter 

l‘activité biologique, mais qu‘elles étaient possibles si limitées à 

l‘ajout de petits substituants. Ainsi, si la présence de substitants 

tels que des hydroxyles n‘entraîne que peu de modification de 

l‘activité (voir Tableau II-4, composé Cvs composé B, 

CI50respectives de 35 nM vs 15 nM), la présence d‘un méthyle en 

C2 (composé D) ou d‘un éthyle en C1 (composé F) induit une 

perte de l‘activité inhibitrice de la MetAP2 (CI50 respectives de 70 

nM et >2500 nM). 

 

Tableau II-4 : Evaluation de l’inhibition de la MetAP2 par les composés B-F(Rodeschini et al., 2004) 
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3.3. Modulations du méthoxyle en C5 

La plupart des dérivés naturels ou de synthèse possèdent un 

groupement méthoxyle en C5 mais quelques auteurs ont tout de 

même exploré les effets d‘un changement de substituant sur cette 

position. 

Son et al. montrèrent en 2002 que la 5-déméthyl-ovalicine 

possédait une activité inhibitrice de la MetAP2 similaire à 

l‘ovalicine (Son et al., 2002), concluant donc de l‘absence 

d‘implication de ce groupement dans l‘activité.  

 

Kim et al. se sont également intéressés aux composés déméthoxylés. Ils ont isolé en 2004 la 5-

déméthoxy-fumagilline et ont aussi pu par saponification obtenir le 5-démethoxy-fumagillol (Kim et 

al., 2004). Dans le cas de composés ne possédant pas de chaîne en C6 comme c‘est le cas pour le 

fumagillol et le 5-déméthoxy-fumagillol, l‘activité antiproliférative sur cellules CPAE est équivalente 

entre les deux composés. Cependant, la synthèse de 5-déméthoxy-TNP-470 et la comparaison de son 

activité anti-angiogénique par rapport au TNP-470 a mené à la conclusion que le méthoxyle était 

important puisque l‘activité du 5-déméthoxy-TNP-470 était 1000 fois moins importante que celle du 

TNP-470. Ainsi, le méthoxyle en C5 semblejouer un rôle important pour l‘effet antiprolifératif dans le 

cas de composés présentant une chaîne latérale en C6. 

 

3.4. Modulations de la chaîne latérale en C4 

 

Pyun et al. ont expérimenté les conséquences d‘une modulation de 

la chaîne terpénique en C4 (Pyun et al., 2004). L‘évaluation des 

molécules synthétisées comme inhibiteurs de la MetAP2 a permis 

d‘observer une activité amoindrie pour les composés I et J 

présentant une chaîne diène en C4 (Tableau II-5). Des composés 

présentant une chaîne éther oxime benzylique (composés K-M) ont 

montré des activités d‘un niveau équivalent aux composés non 

modifiés(époxyde en C1‘-C2‘, composés G et H).Parcontre, 

l‘orientation spatiale de cette chaîne est importante, puisqueles 

composés de configuration Eétaientplus actifs que ceux de 

configuration Z, avec des CI50respectives d‘environ1 nM et à 25-57 

nM. 
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Tableau II-5 : Evaluation de l’inhibition de la MetAP2 par les composés G-M 

synthétisés par Pyun et al., 2004 

 

 

Rodeschini et al. onteux aussi exploré les modifications de cette chaîne latérale(Rodeschini et al., 2004) 

(Tableau II-6) :ils ont pu observer que le composé N qui possède la configuration naturelle de 

l‘époxyde C1‘-C2‘ présentait une activité inhibitrice de la MetAP2 importante avec une CI50 de 35 nM 

alors que le composé O présentant une configuration inverse de cet époxyde était inactif 

(IC50>>2500nM). La perte de la double liaison en C4‘-C5‘ avec ou non le remplacement de l‘époxyde 

en C1‘-C2‘ par une insaturation était bien tolérée puisque les composé P et Q présentaient la même 

activité que le composé N (15 nM et 17 nM vs 35 nM). La perte de la double liaison en C4‘-C5‘ 

couplée à une configuration inverse de l‘epoxyde en C1‘-C2‘ (composé R) entraînait une perte de 

l‘activité (CI50>>2500 nM). 

 

Tableau II-6 : Evaluation de l’inhibition de la MetAP2 par les composés N-R 

synthétisés par Rodeschini et al., 2004 

 

 

 

De leur côté, Lu et al. ont aussi tenté de moduler la structure de cette chaîne latérale dans une série 

d‘analogues bicycliques (Lu et al., 2006) (Tableau II-7). Par rapport au fumarranol, composé 

synthétique comportant une chaîne C4 identique à celle des composés naturels, ceux ne présentant 

soit pas d‘époxyde en C1‘-C2‘ (composé S) soit une insaturation à la place (composé T) ont montré 

une diminution d‘efficacité d‘inhibition de la MetAP2 et d‘inhibition de la croissance des cellules 

BAEC. Lors de la même étude, ils ont aussi pu observer que l‘allongement de la chaîne latérale en C4 

(composé U) n‘était pas intéressante, rendant le composé inactif. 

A B C D E F G

(E)  1,2 ±0,32 (E)  1,2 ±0,17

(Z)  25 ±2 (Z)  57 ±22
CI50 (nM) 0,51 0,39 (E)  8,9 ±2,2 (E) 1,7 ±0,5 (E)  0,8 ±0,08

G              H                   I                      J                      K                     L                  M

OR

O

O

I. R=Ac
J. R=CONH2

OR

O

N
O

O

K. R=Ac
L. R=CONH2

M. R=CON(CH2CH2)2NEt

G. R=Ac
H. R=CONH2

OR

O

O
O

A B C D E

CI50 (nM) 35 ±10 >>2500 15 ±5 17 ±3 >>2500

N O P Q R

O

O

O

O

O

O

N

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

P

O

O

O

O

O

O

Q

O

O

O

O

O

O

R



PARTIE II. La ligérine et ses analogues : hémisynthèse et activité antiproliférative sur ostéosarcomes 

43 

O

O

O O

O O

OH

1

2
3

6
5

4

7

3’

4’

5’

2’

1’

Tableau II-7 : Evaluation de l’inhibition de la MetAP2 par le fumarranol et les composés S -U 

synthétisés par Lu et al., 2006 

 

 

 

En conclusion, il semble donc délicat de moduler cette chaîne latérale en C4, ce qui n‘est pas étonnant 

étant donné son rôle d‘interaction directe avec le site actif de l‘enzyme cible.  

3.5. Modulations du spiro-époxyde en C3 

Marui et al. ont été les premiers à explorer les effets de 

modifications du spiro-époxyde : son ouverture et l‘obtention de 

sels de sulfonium a été envisagée d‘en améliorer l‘hydrophilievoir 

Figure II-19 (Maruiet al., 1995). 

 

 

 

 

Figure II-19 : Structure du TNP-470 et des composés V-X synthétisés par Maruiet al., 1995 

 

L‘effet sur la croissance des cellules M5076 dans un modèle in vivo chez la souris a été évalué et les 

auteurs ont observé une efficacité des dérivés sulfonium similaire à celle du TNP-470. Par ailleurs, 

l‘évaluation de l‘activité antitumorale in vivo de ces composés a révélé une activité équivalente pour 

une toxicité réduite du composé W par rapport au TNP-470. En effet, la toxicité du TNP-470 observée 

lors des études précédentes se manifestait par une importante perte de poids des souris traitées : cela 

n‘a pas été observé pour les souris traitées par le composé W, leur poids augmentant de manière 

similaire aux souris du groupe contrôledurant l‘étude. De plus, les composés sulfonium étaient 
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effectivement plus hydrosolubles que TNP-470.Les sels de sulfoniumsynthétisés présentent donc des 

profils de solubilité, distribution et toxicité plus favorables que le TNP-470. 

En 2005, Rodeshini et al. ont défini le rôle critique conjoint des deux époxydes dans la liaison des 

analogues de la fumagilline avec la MetAP2(Rodeschini et al., 2005). Griffith et al. ontégalement pu 

mesurer l‘importance du spiro-époxyde sous sa forme intacte (Griffith et al., 1997 ; Griffith et al., 

1998) : ils ont démontré que l‘activité de dérivés du fumagillol comportant soit un résidu méthyl-thio-

méthylesoit un méthylène était moindre, et que la liaison des dérivés non-époxydés à la MetAP2 serait 

réversible. Une autre étude a montré que la molécule Sch528647 différant de la fumagilline par la 

présence d‘un méthylène à la place du spiro-époxyde en C3 (Figure II-20) présentait une activité in 

vitro beaucoup plus faible que la fumagilline sur les cellules SKMEL-5 de mélanome : la fumagilline 

présentait une activité plus de 31 fois plus importante (IC50= 8 nM) face à la Sch528647 (IC50= 250 

nM) (Chu et al., 2003). 

 

 

Figure II-20 : Structure du Sch528647 et de la fumagilline 

 

Cependant, plusieurs études ont mis en évidence une activité identique ou supérieure des composés ne 

présentant pas de spiro-époxyde en C3. Ainsi, Hayashi et al. ontmontré que la chlovalicine, molécule 

portant un hydroxyle et un résidu chlorométhylène en C7, était trois fois plus active sur les cellules 

MH60 interleukines-6 dépendantes que son analogue époxydé, l‘ovalicine (Hayashi et al., 1996). Plus 

récemment, Arico-Muendel et al. ont mis en évidence que le PPI-2458 et son analogue chlorohydrine 

étaient aussi efficaces lors des tests d‘inhibition de la MetAP2 et de la prolifération des cellules 

HUVEC (Arico-Muendel et al., 2013). Lors d‘une étude de métabolisation, ils ont également montré 

que des composés dont les deux époxydes étaient cyclisés entre eux étaient inactifs. Ces résultats 

semblent logiques, puisque la formation de la liaison covalente entre ces molécules et l‘His231 

nécessite la présence d‘un méthylène réactif en C7.A l‘inverse, la fumagalone et le fumarranol sont 

quant à eux des composés de synthèse qui ont prouvé leur efficacité d‘inhibition de la MetAP2 et de la 

croissance des cellules BAEC bien qu‘ils ne possèdent pas de spiro-époxyde en C3 (Lu et al., 2006). 

Ainsi, du fait de résultats parfois contradictoires, l‘impact de la suppression du spiro-époxyde sur 

l‘activité antiproliférative des analogues de cette série reste à ce jour assez égnimatique. 
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Figure II-21 : Structure de la chlovalicine, de l’ovalicine, du fumagalone, du PPI-2458, 

du 7-chloro-PPI-2458 et du fumarranol 

 

3.6. Modulations de la chaîne en C6 

 

D‘après les analyses de radiocristallographie de la structure du 

complexe fumagilline-MetAP2, Liu et al. pensaient que la chaine 

latérale en C6 n‘avait pas d‘impact significatif sur l‘activité. En 

effet, les analyses montraient que la chaîne latérale se positionnait 

à l‘extérieur de la poche active de l‘enzyme (Liu et al., 1998). Dans 

leur première publication, Marui et al. ont détaillé les modulations 

qu‘ils ont appliquées à cette position en partant du fumagillol et les 

activités antiprolifératives associées à ces composés. Un certain 

nombre d‘esters et plus particulièrement d‘esters sulfoniques mais 

aussi de carbonates et de carbamates ont été synthétisés :tous les 

composés testés ont présenté des activités inhibitrices de la prolifération des cellules endothéliales 

humaines HUVEC. Leurs résultats ont ainsi montré que la structure de la chaîne en C6 pouvait être 

modulée sans perte d‘activité et même avec un gain d‘activité. Parmi les molécules testées, le 6-O-

chloroacetylcarbamoyl-fumagillol (TNP-470) était le composé le plus actif (Ingber et al., 1990). 

 

 

Figure II-23 : Structure du TNP-470 
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Comme il avait été observé que la chaîne en C6 de la fumagilline n‘était engagée que dans de très 

faibles interactions hydrophobes avec la MetAP2, le développement de substituants plus hydrophobes 

pour remplacer la chaîne polyène a été exploité. Ainsi, l‘équipe coréenne de Han a pu synthétiser des 

analogues de la fumagilline particulièrement efficaces en se basant sur leurs analyses par docking 

moléculaire avec la MetAP2 (Han et al., 2000). Ils ont développé leurs composés de synthèse en 

introduisant notamment un cycle aromatique qui peut engager des interactions hydrophobes avec la 

Leu447 de la MetAP2 humaine (Tableau IV-8). Leurs synthèses les ont notamment menées à la 

production de dérivés esters de l‘acide cinnamique tel que le CKD-731 qui présentait une activité 

antiproliférative sur cellules endothéliales 1000 fois supérieure à celle du TNP-470. La présence de 

l‘insaturation de la chaîne carbonyle reliant le noyau sesquiterpène au cycle aromatique de la chaîne 

en C6 semble jouer un rôle important dans l‘activité puisque l‘absence de cette double liaison 

(composé AA et AB) ou l‘introduction d‘un hétéroatome (oxygène, composé AC) induisaient une 

forte diminution de l‘activité. De plus, les auteurs précisaient que la configuration de l‘insaturation de 

la chaîne en C6 est importante et doit être trans (CKD-731 et composé Y) plutôt que cis (composé Z) 

pour maintenir les interactions hydrophobes avec la Leu447 et maintenir l‘importante activité de la 

molécule. 

 

Tableau II-8 : Activité antiproliférative in vitro de dérivés de la fumagilline 

contre les cellules de lymphome (EL-4) et les cellules de l’artère pulmonaire de veau  

(CPAE : calf pulmonary artery endothelial) (Han et al., 2000) 
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Par ailleurs, en 2005, Rodeschini et al. ontà leur tour défini le rôle modulateur de la chaîne en C6 de 

ces sesquiterpènes (Rodeschini et al., 2005). Leurs travaux ont permis de conclure qu‘une large variété 

de chaînes en C6 était tolérée mais celles dont l‘encombrement stérique était important n‘étaient pas 

recommandées.  

Ainsi, le substituant en C6 étant à l‘extérieur de la poche active de l‘enzyme, il peut être modifié afin 

de renforcer l‘affinité pour la MetAP2 et de moduler les propriétés pharmacocinétiques. Il est alors 

intéressant de chercher à minimiser le passage de la barrière hémato-encéphalique afin de réduire les 

effets secondaires sur le système nerveux central observés pour certains des analogues. 

 

3.7. Importance de la conformation 

Marui et al. en 1992 ont observé que certains substituants en C6 pouvaient induire une modification de 

la conformation du cyclohexane : une conformation en chaise inverse entraînele changement du 

positionnement spatial des deux époxydes, et donc une diminution de l‘activité biologique (Marui et 

Kishimoto, 1992). 

Halàsz et son équipe ont confirmé cette observation en étudiant l‘activité inhibitrice de la MetAP2 de 

deux conformères stables de la fumagilline (Figure II-24) :la conformation chaise (I) est nécessaire à 

l‘activité anti-angiogénique, les analogues sous la conformation chaise inverse (II) sont beaucoup 

moins actifs.La conformation chaise – naturelle – de la molécule serait donc primordiale à 

l‘expression de son activité. 

 

 

Figure II-24 : Les deux conformères stables du cycle cyclohexane de la fumagilline (R’=CO(CH)8COOH) 

 

I II
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3.8. Conclusions sur les relations structure-activité 

Cette étude bibliographique nous a permis de conclure sur certains aspects des relations structure-

activité des composés de cette série chimique : ils sont présentés sous forme synthétique dans la Figure 

IV-22. 

 

 

Figure II-25 : Bilan des relations structure-activité des analogues de fumagilline 

 

Nombre de travaux visant à modifier les substituants de la fumagilline ont été entrepris avant d‘en 

connaître la cible, et la façon dont elle interagit avec les acides aminés de son site actif. A la lumière 

de cette connaissance, les relations structure-activité s‘éclairent : 

- la chaîne en C4 joue un rôle fondamental dans l‘insertion de la molécule dans le site actif de 

l‘enzyme cible, puisqu‘elle prend la place du substrat endogène ; sa présence ainsi que celle de 

son époxyde sont donc essentielles. Néanmoins, cet époxyde peut éventuellement être 

remplacé par un groupement fonctionnel capable de former des liaisons hydrogènes.  

- le substituant en position C3 joue quant à lui un rôle clé dans l‘interaction directe avec la 

MetAP2, puisque dans le cas de la présence d‘un spiro-époxyde sur cette position, le 

méthylène en C7 se lie de manière covalente avec l‘His231 du site actif. Cependant, il 

semblerait que le substituant de cette position puisse être modulé, par exemple pour former 

des halogénohydrines. Une ombre subsiste quand même puisque certaines molécules non 

époxydées ont été décrites comme fortement actives. On peut également se poser des 

questions sur l‘implication des groupements en C3 dans la réversibilité/irréversibilité de 

l‘action de ces composés. 

- le noyau cyclohexane doit être conservé ; les positions C1 et C2 de celui-ci peuvent présenter 

de petits substituants, mais sans intérêt notable pour l‘amélioration de l‘activité. 

- le groupement méthoxyle présent en C5 semble nécessaire. 

- la chaîne en C6 est le principal site de pharmacomodulation, et a été l‘objet de la majorité des 

travaux d‘optimisation réalisés dans cette série chimique.  
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4. Les drug-leads, analogues en développement clinique 

Depuis les premiers travaux, plus de 200 brevets ont été déposés autour de la série chimique de la 

fumagilline, faisant état de la synthèse de plus de 100 analogues, dont quatre d‘entre eux, le TNP-470, 

les CKD-731 et 732 et le PPI-2458 ont fait l‘objet ou sont en cours d‘un développement clinique par 3 

groupes pharmaceutiques. 

4.1. Le TNP-470 

4.1.1. Une première molécule prometteuse 

 

La première molécule développée fut le TNP-470 (pour Takeda Neoplastic 

Product-470), aussi retrouvé sous le nom d‘AGM-1470 (pour 

AngioGenesis Modulator) (Figure II-32). Cette molécule correspond au 6-

O-chloroacetylcarbamoyl-fumagillol, pour laquelle la chaîne 

décatetraénoylique de la fumagilline a été remplacée par une chaîne 

chloroacétyle carbamoyle. Synthétisé par le groupe pharmaceutique 

Takeda (Osaka, Japon (Marui et al., 1992)), le TNP-470 est un des 

analogues de la fumagilline les plus actifs sur de nombreuses lignées 

cellulaires tumorales (cf p33) et a prouvé son efficacitéin vivo- seul ou en 

traitement combiné - contre différents types de cancers, tels que les sarcome de Kaposi, cancer du col 

de l‘utérus, cancer du sein, du poumon et du rein (Stadler et al., 1999; Zgodzinski et al., 1999; Kruger 

et Figg, 2000; Moore et al., 2000). Tout comme la fumagilline, il présente une activité anti-

angiogénique. Son action d‘inhibition de la croissance des cellules endothéliales est 50 fois supérieure 

à celle de la fumagilline (Kusaka et al., 1991; Yanase et al., 1993; Yamamoto et al., 1994). Au début des 

années 2000, le TNP-470 est entré en essais cliniques de phase II pour le traitement de carcinomes du 

rein, du sein, du col de l‘utérus et du pancréas ainsi que de glioblastomes (Stadler et al., 1999; 

Zgodzinski et al., 1999; Kruger et Figg, 2000; Moore et al., 2000). 

4.1.2. Thérapies combinées 

Le potentiel thérapeutique du TNP-470 a été évalué en combinaison avec différents agents anti-

cancéreux incluant des agents chimiothérapeutiques, des cytokines ou la radiothérapie. Dans la 

plupart des cas, le TNP-470 agit en synergie avec les agents cytotoxiques permettant l‘augmentation 

du potentiel antitumoral avec une diminution accrue du volume tumoral et l‘inhibition du 

développement de métastases. Ainsi, le TNP-470 a pu être évalué en traitement combiné avec : 

 des agents anti-angiogéniques 

Dans un modèle de cancer des îlots pancréatiqueschez la souris, une combinaison de TNP-470 avec 

des inhibiteurs de l‘angiogenèse comme la minocycline ou l‘interféron alpha/bêta (IFN α/β) a montré 

un fort potentiel antitumoral(Parangi et al., 1996). 
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 des agents antiprolifératifs ou cytotoxiques 

La combinaison avec la cisplatine (alkylant, à la dose de 5 mg/kg toutes les semaines) augmentait 

l‘effet antitumoral du TNP-470 dans le cas de carcinomes prostatiques humains (PC3) (Yamaoka et 

al., 1993). Par contre,l‘association à la doxorubicine (intercalant de l‘ADN et de l‘ARN et inhibiteur 

de la topoisomérase II) et au 5-fluorouracil (antimétabolite), n‘induisait pas d‘augmentation 

d‘efficacité du traitement par le TNP-470 sur les carcinomes mammaires humains (MDA-MB-231) 

(Yamaoka et al., 1993).  

 d’autres traitements 

L‘effet antitumoral du TNP-470 dans le cas de cancers humains de l‘œsophage et de l‘estomac était 

augmenté si on induisait une hyperthermie (43°C pendant 30 min) (Yano et al., 1995). Une 

hyperthermie de 44°C pendant 30 min augmentait aussi l‘effet anti-angiogénique et antitumoral du 

TNP-470 dans le cas de carcinomes spinocellulaires murins (SCCVII) (Nishimura et al., 1996). 

Dans le cas de tumeurs pituitaires induites par les œstrogènes chez le rat, le traitement combiné de 

TNP-470 et de bromocriptine (agoniste dopaminergique) était plus efficace que le traitement par le 

TNP-470 seul (Takechi, 1994; Takechi et al., 1994). 

 la radiothérapie 

La combinaison d‘un traitement au TNP-470 à la radiothérapie a été étudiée, révélant un effet 

synergique des deux traitements. Teicher et al. ont montré que l‘application d‘une radiothérapie 

fractionnée couplée au traitement par le TNP-470 entraînait un retard significatif de croissance 

tumorale par rapport à une irradiation seule dans le cas de carcinomes pulmonaire de Lewis (Teicher 

et al., 1994). 

 la thérapie photodynamique 

La thérapie photodynamique (PDT pour PhotoDynamic Therapy) consiste en l‘administration 

systémique ou locale d‘un photosensibilisant qui rend les cellules sensibles à la lumière. Kosharkyy et 

al. ont démontré que le traitement combinant la PDT et le TNP-470 entraînait une diminution de la 

croissance tumorale, une diminution des métastases dans les ganglions lymphatiques et une 

diminution de la toxicité liée à la maladie dans le cas d‘un modèle orthotopique de cancer de la 

prostate (Kosharskyy et al., 2006) 

4.1.3. Biodisponibilité et métabolisation 

Les études préliminaires de pharmacocinétique ont mis en évidence que la demi-vie plasmatique du 

TNP-470 est très courte, de 5-10 min. Pour examiner le devenir métabolique du TNP-470, ses 

biotransformations ont été étudiées dans des cultures primaires d‘hépatocytes humains et dans les 

fractions microsomales de plusieurs tissus humains (Placidi et al., 1995). Le TNP-470 subit une rapide 

et forte transformation donnant six métabolites. Les deux métabolites extracellulaires qui prédominent 

sont les métabolites M-IV et M-II (Figure II-27).Le TNP-470 est rapidement hydrolysé dans le plasma 

en un carbamate non substitué (M-IV) qui à son tour est dégradé par uneépoxyde hydrolase (EH) pour 

donner le métabolite M-II(Moore et al., 2000). 
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Figure II-27 : Métabolisation du TNP-470 (d’après Arico-Muendel et al., 2009b) 

 

Lors de l‘étude clinique de phase I menée par l‘équipe de Bhargava sur des patients atteints de cancer 

à un stade avancé, la pharmacocinétique du TNP-470 et de ses métabolites M-II et MIV a pu être 

examinée (Bhargava et al., 1999), confirmant queles demi-vies du TNP-470 et du métabolite M-IV 

sont très courtes (2 min et 6 min respectivement). Pour les patients recevant une dose de 235 mg/m2, 

la concentration diminuait de 405 ng/mL à la fin de l‘injection à 51 ng/mL 5 min après l‘arrêt de 

l‘injection. La concentration plasmatique du TNP-470 était relativement importante pendant les 4 h 

de perfusion intraveineuse mais déclinait rapidement dès que l‘injection était stoppée. Le TNP-470 et 

le métabolite M-IV n‘étaient généralement pas détectables à partir de 60 min après l‘injection.La 

concentration de M-IV était plus faible que celle du TNP-470 (moins de 10 ng/mL pendant 

l‘injection). La concentration plasmatique du métabolite M-IIatteignait un maximum 4h après le 

début de l‘injection ; sa demi-vie était beaucoup plus longue (environ 2,6 h). Il était également observé 

qu‘aucune accumulation plasmatique du TNP-470 ou de ses métabolites ne s‘exerçait, la 

pharmacocinétique étudiée le premier jour du traitement étant identique à celle du 22ème jour. Enfin, 

une très grande variabilité inter-individuelle a pu être observée sur tous les paramètres 

pharmacocinétiques (Moore et al., 2000). 

Ainsi, ces études ont fait apparaître que le TNP-470 est très fortement et très rapidement métabolisé 

après administration, et que la molécule interagissant avec la MetAP2 est alors peut-être un de ses 

métabolites. 

4.1.4. Toxicité et effets indésirables 

Dès le début des études cliniques, des effets secondaires importants sur le système nerveux centralsont 

apparus, ce qui, associé à une pharmacocinétique défavorable, amené la société Takeda à arrêterle 

développement du TNP-470 seul (Castronovo et Belotti, 1996; Bhargava et al., 1999; Herbst et al., 

2002).  

Déjà, lors des études cliniques de la fumagilline, l‘importante toxicité que pouvait présenter les 

composés de cette série chimiqueavait été mise en évidence. Ainsi, les premières études sur la 

fumagilline administrée par voie orale rapportaient les effets négatifs principaux suivants : nausées, 

vomissements, anorexie et crampes abdominales (Schindel, 1954; Garvey et al., 1995,Molinaet al., 

1997). Une toxicité sur la moelle épinière était aussi observée, incluant une neutropénie et une 

thrombopénie réversible à l‘arrêt du traitement (Malewitz, 1953 ; Molina et al., 1997; Molina et al., 

2000; Molina et al., 2002). Cette thrombopénie constituait l‘effet secondaire majoritaire qui a limité 

l‘utilisation clinique de la fumagilline. Des vertiges et étourdissements avaient aussi été rapportés par 

un petit nombre de patients. 

TNP-470 M-IV M-II
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La toxicité du TNP-470 a également été étudiée du fait des études cliniques menées sur la molécule. 

L‘étude clinique de phase I menée par Bhargava et son équipe en 1999 concernait l‘évaluation de 

l‘activité inhibitrice de l‘angiogenèse du TNP-470 administré en intraveineux à des patients atteints de 

cancers avancés (Bhargava et al., 1999). Les symptômes prédominants induits par le TNP-470 étaient 

directement liés à un dysfonctionnement cérébral : 

- malaises, asthénie,vertiges,étourdissements 

- rares crises d‘épilepsie 

- ataxie 

- pertes de la concentration,confusions,pertes de mémoire à court-terme 

- dysphorie, anxiété, dépression, insomnie 

- nausées 

- anorexie 

Ces effets indésirables, dose-dépendants, se présentaient sous la forme de manifestations totalement 

réversibles après arrêt du traitement.  

Des symptômes relativement semblables ont aussi été rapportés par Logothetis et al. en 2001 lors de 

leur étude clinique de phase I évaluant le TNP-470 administré en intraveineux comme inhibiteur de 

l‘angiogenèse dans le cas de cancer de la prostate androgèno-indépendant (Logothetis et al., 2001). 

4.1.5. Formulations 

Aujourd‘hui, de nouvelles formes conjuguées ainsi que de nouvelles formulations galéniques sont en 

cours de développement pour pallier aux problèmes de toxicité et de pharmacocinétique. 

La plupart des agents anti-angiogéniques et chimiothérapeutiques sont des composés de faibles poids 

moléculaires. Ils sont administrés de manière systémique et présentent des profils de biodistribution 

non spécifiques, une faible accumulation dans les sites tumoraux et une élimination systémique 

rapide. Par conséquent, seulement une faible quantité du traitement administré arrive sur le site visé et 

la thérapie présente des effets indésirables et une efficacité amoindrie. Ainsi, pour améliorer l‘index 

thérapeutique des agents de chimiothérapie, une approche est de concevoir des macromolécules, 

chimères entre un composé anticancéreux de faible poids moléculaire et des polymères hydrosolubles 

améliorant la spécificité d‘action sur les tissus tumoraux via l‘effet EPR (Enhanced Permeability and 

Retention) (Maeda, 1994). Ce phénomène rend possible l‘accumulation passive des macromolécules 

dans les tumeurs solides. 

Ainsi, l‘activité antitumorale, la biodisponibilité et la toxicité du TNP-470 sous les formes conjuguées 

des copolymères caplostatine et lodamine ont pu être évaluées. 

 Caplostatine 

Ainsi, Satchi-Fainaro et al. ont synthétisé et caractérisé la caplostatine, un conjugué composé du TNP-

470 lié à un polymère hydrosoluble, non dégradable et biocompatible, le N-(2-

Hydroxypropyl)methacrylamide (HPMA) par l‘intermédiaire d‘un tétrapeptide Gly-Phe-Leu-Gly 

(Figure II-28, (Satchi-Fainaro et al., 2004)). 
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Figure II-28 : Structure chimique de la caplostatine 

 

In vivo, ce conjugué HPMA-Gly-Phe-Leu-Gly-TNP-470 de 30 kDa induit une augmentation et une 

prolongation de l‘activité du TNP-470. Diverses études ont montré qu‘il inhibait significativement la 

croissance des carcinomes pulmonaires de Lewis, des glioblastomes (U87), des mélanomes (A2058), 

des carcinomes prostatiques (PC3), des carcinomes du colon (COLO-205) et des neuroblastomes 

murins (Satchi-Fainaro et al., 2004; Satchi-Fainaro et al., 2005; Chesler et al., 2007). La caplostatine est 

sélectivement accumulée dans le système micro-vasculaire tumoral.Le tétrapeptide (Gly-Phe-Leu-Gly) 

conjuguant le TPN-470 et le copolymère HPMA est stable dans la circulation sanguine.Par contre, il 

est sensible au clivage par les protéases lysosomales thiol-dépendantes, particulièrement la cathepsine 

B qui est surexprimée dans beaucoup de cellules tumorales et dans les cellules endothéliales des zones 

tumorales.Le TNP-470 est ainsi libéré de manière ciblée. Par ailleurs, cette conjugaison du TNP-470 

défavorise le passage de la barrière hémato-encéphalique amoindrissant ainsi la neurotoxicité du 

traitement (Satchi-Fainaro et Folkman, 2003; Segal et al., 2011). Ainsi, le traitement peut être 

administré à une dose 10 fois supérieure à celle du TNP-470 seul sans aucune toxicité observée.Pour 

le moment, aucun essai clinique n‘a été mené avec ce composé. 

NH

NH

NH

NH

NH

NH
O

O

O

O

O

O

O

O

NH

O O

O

CH2

CH3

CH2

CH3

CH3

NH
O

OH

x y

TNP-470

Lien peptidique
Gly-Leu-Phe-Gly

Copolymère HPMA



PARTIE II. La ligérine et ses analogues : hémisynthèse et activité antiproliférative sur ostéosarcomes 

54 

 Lodamine 

En 2008, Benny et al. ont développé un copolymère conjugué au TNP-470, constitué de deux blocs : 

un bloc monométhoxy-polyèneglycol (mPEG) et un bloc acide polylactique (PLA) (Figure II-29) 

(Benny et al., 2008). Dans ce copolymère, nommé Lodamine, le TNP-470 se retrouve encapsulé dans 

le noyau des micelles qui forment une protection contre les conditions acides subies lors d‘une 

administration orale. 

 

 

Figure II-29 : Structure de la lodamine (source : Science Daily, Université de Toronto 

http://www.sciencedaily.com/releases/2008/06/080630114209.htm) 

 

Pour étudier l‘absorption intestinale de ces micelles polymériques, des souris ont reçu un traitement 

oral de micelles couplées à un marqueur fluorescent. Une heure après l‘administration, la fluorescence 

était observée dans le plasma et continuait d‘être observable jusqu‘à 72 h après le traitement. Trois 

jours après l‘ingestion, la fluorescence était détectée dans l‘estomac, les intestins, le foie mais pas dans 

le cerveau. Les micelles marquées étaient très fortement présentes à l‘intérieur des tumeurs 

développées par les souris. L‘effet d‘inhibition de la croissance tumorale d‘un traitement oral par la 

lodamine a ensuite été évalué et comparé au TNP-470 seul. Il a été observé qu‘une administration 

orale de lodamine inhibait la croissance du carcinome pulmonaire de Lewis (LLC) chez environ 87% 

des souris pour une dose de 15 mg/kg tous les jours, 77% pour une dose de 30 mg/kg administrée 

tous les deux jours et 74% pour une dose de 15 mg/kg administrée tous les deux jours. Cette 

inhibition était observée à partir de 12 jours de traitement. Par contre, l‘administration orale de TNP-

470 seul (30 mg/kg tous les deux jours) n‘entraînait aucune inhibition de la croissance 

tumorale(Benny et al., 2008).  

Dans une autre étude, réalisée sur un modèle tumoral entraînant des métastases hépatiques, modèle 

tumoral pour lequel des cellules B16/F10 sont injectées dans la rate, le TNP-470 entraînait 

l‘apparition d‘une ascite (un épanchement liquidien intra-abdominal), de nodules malins et d‘une 

cirrhose : 40% des souris mouraient avant 20 jours. Au contraire, avec un traitement à la lodamine, 

ces problèmes n‘étaient pas observés et toutes les souris survivaient. De plus, la lodamine n‘a montré 

aucun des signes de neurotoxicité observés avec le principe actif seul, ce qui est surement dû au fait 

que les micelles ne passent pas la barrière hémato-encéphalique et préviennent donc du passage du 

TNP-470 vers le cerveau.  

Du fait des ses propriétés anti-angiogéniques et d‘une toxicité réduite, la lodamine a par la suite 

également été évaluée pour le traitement de pathologies occulaires liées à l‘age dues à une 

néovascularisation anormale de la cornée ou de la rétine. Benny et al.ont alors pu montrer l‘efficacité 
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de la lodamine pour cette nouvelle indication et encore une fois sa faible toxicité comparée au TNP-

470 seul (Benny et al., 2010a). 

La lodamine constitue le premier agent anti-angiogénique et antiprolifératif de cette série chimique 

développé pour une administration orale etfait donc l‘objet d‘un brevet publié en 2010 (Benny-Ratsaby 

et al., 2010b). 

4.2. Les CKD 

Le laboratoire CKD pharmaceuticals (Chong Kun Dang Pharmaceuticals, Corée du Sud) est à 

l‘origine de la découverte de deux nouveaux chefs de file : le CKD-731 et le CKD-732. 

 

Figure II-30 : Structures chimiques des CKD-731 et 732 

 

En se basant sur des études de modélisation moléculaire basées sur le modèle cristallin dela MetAP2, 

des dérivés esters d‘acide cinnamique de la fumagilline ont été synthétisés menant en premier lieuau 

composéCKD-731. Celui-cia présenté une activité inhibitrice de la prolifération des cellules 

endothéliales 1000 fois plus importante que le TNP-470 (Han et al., 2000). 

Le CKD-732 présentant une meilleure solubilité que le CKD-731, il a été sélectionné pour poursuivre 

l‘évaluation en tant qu‘agent anti-angiogénique. Par la suite, ce composéest entré en essais cliniques 

de phase I et a montré une meilleure efficacité pour une plus faible toxicité par rapport au TNP-470. 

Le CKD-732 a été étudié seul pour le traitement des tumeurs solides réfractaires (Shin et al., 2010) et 

en combinaison avec la capécitabine et l‘oxaliplatine pour le traitement de cancers colorectaux 

métastatiques chez des patients sensibles à une chimiothérapie basée sur un traitement par l‘irinotécan 

(Shin et al., 2012). L‘étude clinique menée par Shin et son équipe sur le traitement de cancers solides 

réfractaires par administration IV du CKD-732 a mis en évidence l‘apparition d‘effets secondaires tels 

qu‘une asthénie et des problèmes d‘insomnie et de confusion mentale (Shin et al., 2010). Cependant, le 

CKD-732 semble présenter une neurotoxicité moins sévère que le TNP-470. De plus, aucune 

complication hémorragique n‘a été observée contrairement à ce qui avait pu être constaté lors d‘un 

traitement par le TNP-470. 

Parallèlement, un des effets secondaires de cette molécule (la perte de poids observée sur les modèles 

animaux) a incité le laboratoire CKD pharmaceuticals à pousser des recherches pour le 

développement du CKD-732 sous la forme d‘un médicament expérimental utilisé comme traitement 

contre l‘obésité, utilisé alors à posologie infracytotoxique. Ces investigations sont menées par la 

société Zafgen®qui a acquis les droits d‘exploitation de cette molécule (nom de la spécialité 

Beloranib®). Le potentiel anti-obésité serait lié lui aussi à l‘inhibition de la MetAP2 et les premiers 

essais cliniques pour cette indication auraient montré des résultats encourageants (Zahler et Vath, 

2013). 
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4.3. Le PPI-2458 

Toujours dans le but de surmonter les problèmes d‘instabilité, de métabolisation et de toxicité du 

TNP-470, la société Praecis Pharmaceuticals® a développé des analogues pour lesquels la chaîne 

chloroacétyle a été remplacée par un substituant plus stable et plus polaire (Bernier et al., 2004). Ainsi, 

le PPI-2458 et 2 autres composés ont démontré leur efficacité d‘inhibition totale de la MetAP2 tout 

comme une inhibition de la prolifération des cellules HUVEC à une concentration infra-nanomolaire 

(CI50 de 0,095 nM, 0,2 nM et 0,6 nM pour le PPI-2458 et les composés A et B respectivement) (Figure 

II-31). De plus, pour ces trois composés le temps de demi-vie a été augmenté de manière significative 

par rapport au TNP-470 (>100 min contre 2 min) ainsi que la biodisponibilité orale bien que de 

manière plus modeste (18% contre 9%). Par ailleurs, ces composés n‘atteignent pas le système nerveux 

central du fait de leur plus grande polarité limitant ainsi les possibilités d‘effets neurotoxiques(Arico-

Muendel et al., 2009b). 

Le PPI-2458 est actuellement évalué pour le traitement des lymphomes non Hodykiniens et des 

tumeurs solides (Arico-Muendel et al., 2013). 

 

 

 

Figure II-31 : Structure du PPI-2458 et des composés A et B synthétisés par Arico-Muendel et al., 2009b 

 

5. Conclusion 

Les sesquiterpènes analogues de la fumagilline constituent une famille chimique bioactive 

intéressante. Depuis la découverte de la fumagilline et de ses propriétés anti-angiogéniques, de 

nombreuses molécules ont été synthétisées et évaluées pour leurs activités antiprolifératives sur les 

cellules endothéliales mais aussi sur différents types de cellules tumorales.  

La découverte de la cible moléculaire, la MetAP2 a permis de booster les recherches dès lors 

soutenues par la modélisation moléculaire. Si l‘activité physiologique de la MetAP2 n‘est aujourd‘hui 

que partiellement comprise, l‘inhibition de la MetAP2 et l‘inhibition de la croissance des cellules 

endothéliales et tumorales semblent directement corrélées, mais par des mécanismes qui ne sont pas 

clairement établis. Néanmoins, la MetAP2 est aujourd‘hui considérée comme une cible de choix pour 

le développement de traitements anti-angiogéniques, anti-cancéreux mais aussi antiparasitaires. 

La synthèse d‘une très grande variété d‘analogues de la fumagilline a permis de commencer à 

comprendre les relations structure-activité de ses composés se liant de manière covalente ou non à la 

MetAP2. Si le substituant en position C3 joue un rôle clé dans l‘interaction directe avec la MetAP2, il 
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constitue avec la chaîne en C6 un des deux sites principaux de pharmacomodulation.  

Bien que l‘activité importante de ces composés apermis l‘entrée de quatre d‘entre eux en essais 

cliniques, leur toxicité reste aujourd‘hui le principal frein à leur développement. Néanmoins, lesdrug-

leadsactuellement en développement corroborent l‘intérêt des molécules de cette série chimique pour 

la recherche de nouveaux candidats médicaments pour le traitement de cancers. C‘est pourquoi la 

découverte de l‘activité anti-ostéosarcome de la ligérine a motivé les travaux de cette thèse ciblés sur 

ce type de cancers. 
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CHAPITRE II.  

Les ostéosarcomes 

1. Définition et mécanisme 

L‘ostéosarcome est une tumeur osseuse primitive, caractérisée par la synthèse d‘un tissu osseux ou 

d‘une substance de soutien des cellules osseuses (dite ostéoïde) par des cellules tumorales issues des 

tissus de soutien. Il peut toucher tous les os du squelette mais se développe le plus souvent à proximité 

du genou sur le fémur distal (43%) et sur le tibia proximal (23%). L‘humérus proximal est aussi un site 

de développement de tumeur dans environ 10% des cas (Bielack et al., 2002). L‘ostéosarcome prend 

place le plus souvent dans les régions métaphysaires à proximité de la plaque de croissance de l‘os. 

Les métastases les plus fréquentes sont les métastases pulmonaires, comme pour 85% des pathologies 

métastatiques (Bielack et al., 2002). Avant l‘ère de la chimiothérapie moderne, plus de 80% des 

patients traités uniquement par une amputation développaient des métastases qui se déclaraient dans 

l‘année suivant le diagnostic (Marcove et al., 1970). Considérant cela, il semble en fait que 80% des 

patients diagnostiqués présentent des micro-métastases pulmonaires non détectables avec les 

techniques d‘imagerie.Les métastases osseuses constituent le second type de tumeur osseuse le plus 

important, mais sont cette fois des cancers secondaires. Cependant, cette donnée est limitée par les 

technologies disponibles pour détecter les métastases. 

Dans le cas de tumeurs primitives osseuses, on observe aussi l'apparition de lésions osseuses localisées 

appelées ostéolyses. L'invasion du tissu osseux par une cellule tumorale primitive ou métastatique 

entraîne une dérégulation du couple ostéoclastes-ostéoblastes. 

En situation physiologique, les ostéoclastes et les ostéoblastes sont responsables des remaniements 

permanents du tissu osseux, importants et nécessaires à la croissance du squelette ou au remodelage 

osseux permettant un renouvellement continu de la matrice osseuse. Ces deux populations de cellules 

osseuses ont des activités opposées :  

- les ostéoclastes, cellules plurinucléés différenciées formées lors de l‘ostéoclastogenèse, sont 

responsables de la résorption osseuse, 

- les ostéoblastes sont, eux, responsable de la formation d‘une nouvelle matrice osseuse. 

Dans le cas de déséquilibres entre la formation et la résorption osseuse, des pathologies apparaissent 

comme l'ostéoporose. Cette affection, qui est principalement liée au vieillissement, est liée à une 

induction anormale de l‘ostéoclastogenèse. Une importante diminution de la masse osseuse est alors 

observée pouvant de ce fait entraîner de nombreuses fractures chez les personnes atteintes. 

Dans le cas des tumeurs primitives osseuses, la dérégulation du couplage ostéoclastes-ostéoblastes 

induit la libération de facteurs initialement piégés dans la matrice osseuse qui en retour favorisent la 

prolifération tumorale. Un cercle vicieux s‘établit alors entre la prolifération cellulaire tumorale et la 

résorption osseuse (Figure II-32). 
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Figure II-32 : Cercle vicieux mis en place suite aux interactions entre la tumeur et son 

microenvironnement(d’après Jimi et al.) 

 

Les cellules tumorales sécrètent notamment des cytokines (Interleukine 6 : IL6) qui jouent le rôle de 

messager. L‘IL6 stimule l‘expression du facteur RANKL (receptor activator of nuclear factor kappa-B 

ligand) par les cellules ostéoblastiques. Ce facteur se fixe ensuite sur son récepteur RANK présent sur 

les précurseurs ostéoclastiques, déclenchant alors la différenciation et la prolifération des ostéoclastes. 

Ces derniers en plus d‘être responsables de la résorption osseuse, sécrètent à leur tour des facteurs de 

croissance. Ces facteurs favorisent alors la prolifération des cellules tumorales qui elles aussi sécrètent 

directement le facteur RANKL. Le cercle vicieux est instauré et le microenvironnement tumoral 

osseux contrôle ainsi en grande partie la croissance de la tumeur et son devenir. 

2. Epidémiologie 

Les tumeurs osseuses représentent entre 6 et 10% des tumeurs de l‘enfant et de l‘adolescent, et on 

estime que, chaque annéeen France, le nombre de nouveaux cas de tumeurs osseuses s‘élève à environ 

5,5 par million d‘habitants de moins de 15 ans. Deux principaux types peuvent être distingués, que 

sont les ostéosarcomes et les sarcomes d‘Ewing, et qui constituent 90% de l‘ensemble des tumeurs 

osseuses primitives malignes. 

L‘ostéosarcome, bien qu‘étant rare, est la tumeur primitive osseuse la plus fréquente, avec 

uneprévalence de 4,8 par million d‘enfants de moins de 15 ans. Son incidence est bimodale. Soixante 

pour cent des ostéosarcomes surviennent chez des enfants âgés de 10 à 20 ans. Chez les jeunes 

adultes,la fréquence de ces tumeurs est plus faible alors qu‘elle augmente à nouveau pour une 

population située entre 60 et 80 ans.Les garçons sont 40% fois plus touchés que les filles. 

Dans la première moitié du 20ème siècle, le traitement des ostéosarcomes consistait principalement en 

l‘amputation du membre atteint ; le taux de survie à 5 ans était de moins de 20%, la plupart des 

malades mourant à cause des métastases pulmonaires. Depuis les années 1970, la survie à long terme 

des patients atteints d‘ostéosarcome localisé a augmenté : elle a atteint environ 60% grâce à la 
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polychimiothérapie et à l‘arrivée de nouvelles techniques chirurgicales, mais peu d‘amélioration a été 

observée depuis. Aujourd‘hui, la plupart des patients dont on diagnostique pour la première fois un 

ostéosarcome présente une pathologie localisée alors que les patients ayant des métastases 

représentent 15 à 20% des cas. Ceux-ci sont à très mauvais pronostic, et la survie à long terme de ces 

patients reste faible (environ 25-30%) étant donné que le traitement de ces cancers est resté inchangé 

depuis les 30 dernières années.  

3. Traitements 

De nos jours, la prise en charge la plus courante des ostéosarcomes consiste en une chimiothérapie 

néoadjuvante, mise en place avant l‘exérèse chirurgicale de la tumeur, qui est alors suivie par une 

chimiothérapie adjuvante post chirurgicale. 

La chimiothérapie néoadjuvante a pour but de diminuer la taille de la tumeur pour en faciliter la 

résection chirurgicale conservatrice, d‘évaluer la réponse histologique de la tumeur à la 

chimiothérapie, et de prévenir l‘apparition et la dissémination de métastases. 

Aujourd‘hui, la chirurgie évite l‘amputation. Avant les années 1970, l‘amputation était l‘option 

thérapeutique standard et le taux de survie à 5 ans des patients ayant été traités par amputation seule 

était de 5-23%(Friedman et Carter, 1972; Patel et al., 2002). Lors de l‘exérèse chirurgicale, seule la 

tumeur ainsi que les tissus adjacents sont retirés. Néanmoins, dans certain cas, une amputation peut 

s‘avérer nécessaire, notamment si la tumeur est infectée, si l‘envahissement du tissu sain est trop 

important ou si l‘envahissement nerveux est tel que l‘on suspecte de graves séquelles fonctionnelles. 

La chirurgie est suivie d‘une chimiothérapie adjuvante. Le bénéfice de la chimiothérapie a été validé 

par l‘étude clinique randomisée MIOS (Multi-Institutional Osteosarcoma Study), conduite dans les 

années 1980, et lors de laquelle des patients atteints d‘ostéosarcome localisé avaient reçu un 

traitement par chirurgie seule ou suivie d‘une chimiothérapie adjuvante. Les patients ayant reçu en 

plus de la chirurgie une chimiothérapie avaient alors présenté une amélioration significative de la 

survie à deux ans sans rechute (66%vs 17%)(Link et al., 1986). Le traitement est administré en fonction 

de l‘importance de la nécrose de la tumeur observée suite à la chimiothérapie néoadjuvante. Quatre 

degrés  de nécrose sont alors distingués : degré I, pas de nécrose ; degré II, 50 à 95% ; degré III, plus 

de 95% mais moins de 100% et degré IV, 100% de nécrose (Rosen et al., 1982). La détermination de ce 

degré de nécrose de la tumeur suite à la chimiothérapie néoadjuvante permet de déterminer a priori 

l‘efficacité du traitement chimiothérapeutique qui sera administré et de sélectionner au mieux les 

agents de la chimiothérapie post-chirugicale. Les patients présentant une nécrose tumorale supérieure 

à 90% sont considérés comme bons répondeurs à la chimiothérapie, alors que ceux dont moins de 

90% de la tumeur est nécrosée sont des mauvais répondeurs.  

Historiquement, de nombreux agents chimiothérapeutiques ont été évalués lors d‘études cliniques, ce 

qui a permis de sélectionner trois molécules qui constituent le traitement de base des ostéosarcomes 

ou MAP (Multi-Agent Chemotherapy). Régulièrement évalué depuis les années 1990, il consiste en 

l‘association du méthotréxate avec la doxorubicine et le cisplatine, avec l‘addition possible 

d‘ifosfamide et d‘étoposide ou encore de cyclophosphamide ou de carboplatine (Figure II-33). 
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Figure II-33 : Structure et classe pharmacologique des molécules 

utilisées en chimiothérapiepour le traitement des ostéosarcomes 

(la classe chimique du composé apparait entre parenthèses) 

 

Le méthotrexate est un analogue de l‘acide folique. C'est l'antimétabolite le plus utilisé en 

chimiothérapie anticancéreuse. Il est utilisé pour le traitement des ostéosarcomes depuis le début des 

années 1970 (Jaffe et al., 1974). Sa cible intracellulaire est l‘enzyme dihydrofolate reductase (DHFR) 

responsable de la conversion du dihydrofolate en tetrahydrofolate. Le méthotrexate en inhibant cette 

enzyme, inhibe la biosynthèse des acides nucléiques. 

La doxorubicine est également utilisée pour le traitement des ostéosarcomes depuis les années 1970 

(Cortes et al., 1972). Cette molécule appartenant à la famille des anthracyclines est notamment 

produite par des bactéries du genre Streptomyces. La doxorubicine est non seulement un agent 

intercalant de l‘ADNmais des études ont montré que son activité principale est due à son interaction 

avec l‘ADN topoisomérase-II, par stabilisationdu complexe topoisomérase-II/ADN, produisant la 

rupture de la chaîne d‘ADN et empêchant donc sa réplication. 

Le cisplatine est un complexe à base de platine. Son mécanisme d‘action implique directement sa 

liaison à l‘ADN inhibant ainsi la réplication. Cet agent alkylant a été introduit à la fin des années 

1970. 

Plusieurs autres agents thérapeutiques utilisés en traitement combiné sont considérés comme efficaces 

pour le traitement des ostéosarcomes : l‘ifosfamide (oxazaphosphorine), le cyclophosphamide 

(oxazaphosphorine), le carboplatine (organoplatine) et l‘étoposide (epipodophyllotoxine). Parmi ces 

composés de synthèse ou d‘hémisynthèse, les trois premiers sont des alkylants de l‘ADN tandis que 

l‘étoposide est un inhibiteur de l‘ADN topoisomérase-II. 

Cependant, malgré les essais de protocoles utilisant des combinaisons de traitements MAP durant ces 

vingt dernières années, peu d‘amélioration de la survie à long terme des patients a été observée 
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(Smithet al., 2010). Pour les patients atteints d‘ostéosarcome non métastatique, elle est aujourd‘hui 

d‘environ 65%(Meyers et al., 2008) et n‘atteint seulement que 30 à 35% pour les patients pour lesquels 

des métastases ont été détectées (Chou et al., 2009). De plus, les agents chimiothérapeutiques 

employés induisent des effets secondaires significatifs, et on observe fréquemment des phénotypes 

résistants à la chimiothérapie. De nouveaux agents anticancéreux et une approche thérapeutique 

innovante sont donc nécessaires pour améliorer l‘efficacité des traitements contre les ostéosarcomes. 

4. Thérapies émergentes et nouvelles cibles thérapeutiques 

Afin de développer de nouvelles thérapies, toutes les anormalités moléculaires engendrées par un 

ostéosarcome doivent être étudiées permettant ainsi de mettre en évidence des cibles thérapeutiques 

potentielles. La Figure II-34 recense les mécanismes biologiques et moléculaires ciblés par les 

médicaments en cours de développements précliniques et cliniques pour le traitement des 

ostéosarcomes. 

 

Figure II-34 : Cibles et thérapies en essais précliniques et cliniques 

pour le traitement des ostéosarcomes de l’enfant et de l’adolescent 

Les différentes couleurs décrivent le stade de développement c linique des médicaments : Rouge : préclinique 

(ostéosarcome et sarcome d‘Ewing), orange : phase I (toutes les études pédiatriques), bleu ; phase II 

(ostéosarcome, sarcome d‘Ewing et autres tumeurs osseuses) , vert : phase III (ostéosarcome et sarcome 

d‘Ewing), noir : phase I ou II (tumeurs solides de l‘adulte) (Gaspar et al., 2012) 

Quelques exemples prometteurs d‘agents chimiothérapeutiques en cours d‘étude sont présentés ci-

dessous. 
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4.1. Immunomodulateurs 

4.1.1. Le muramyl tripeptide-phosphatidyl-éthanolamine (MTP-PE) 

Le MTP-PE, ou muramyl tripeptide-phosphatidyl-éthanolamine (Figure II-35),est un analogue de 

synthèse du muramyl dipeptide (MDP) qui est un composant de la paroi cellulaire de bactéries à 

Gram positif et négatif. L‘administration de MTP-PE simule une infection bactérienne et active les 

monocytes et les macrophages qui sécrètent alors des cytotokines et des facteurs pro-inflammatoires 

(TNF-α, IL-6, IL-8, IL-1β…) et s‘attaquent aux cellules cancéreuses. Une étude clinique de phase II 

conduite chez des patients en rechute d‘ostéosarcome, a démontré qu‘un traitement par le MTP-PE 

administré pendant 24 semaines permettait de retarder la rechute à 9 mois (alors que d‘après la 

littérature la rechute apparaissait en moyenne après 4,5 moissans traitement) (Kleinerman et al., 1995). 

Une étude clinique multi-institutionnelle de phase III, conduite sur des patients nouvellement 

diagnostiqués comme atteints d‘ostéosarcome, a permis de comparer les traitements additionnant le 

MTP-PE et/ou l‘ifosfamide et le traitement chimiothérapeutique standard MAP (méthotréxate, 

doxorubicine et cisplatine)(Meyers et al., 2008). Les premiers résultats ont montré que l‘ajout de MTP-

PE au traitement permettait d‘augmenter la survie à six ans de 70 à 78%. Grâce à ce même traitement, 

la survie des patients présentant des métastases passe de 40 à 53%(Chou et al., 2009). 

 

 

Figure II-35 : Structure du MTP-PE 

 

Ces études cliniques ont mené à la mise sur le marché en Europe depuis mars 2009 du médicament 

MEPACT® commercialisé par la société Takeda™. Ce médicament est indiqué chez les enfants, les 

adolescents et les jeunes adultes dans le traitement de l'ostéosarcome non métastatique de haut grade 

résécable après une exérèse chirurgicale macroscopiquement complète. Ce nouveau médicament 

constitue le premier nouveau traitement en 20 ans qui permet d‘améliorer la survie des patients 

atteints d‘ostéosarcome. 

4.1.2. Les interférons 

Les interféronssont également étudiés pour leur rôle immunomodulateur et évalués pour le traitement 

des ostéosarcomes. Ce sont des glycoprotéines et plus particulièrement des cytokines. L‘interféron α-
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1995). L‘interféron α a été évalué récemment lors de l‘étude multi-institutionnellle Euramos I 
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Oncology group (COG) et différents groupes européens, mais dont les résultats n‘ont pas encore été 

publiés. Suite à la réponse des patients au traitement préopératoire,la chimiothérapie MAP a été 

poursuivie en postopératoire avec ou non de l‘interféronα-2b pegylé ou de l‘etoposide/ifosfamide. 

4.2. Inhibiteurs de la résorption osseuse : les biphosphonates 

Les biphosphonates sont des analogues synthétiques stables du pyrophosphate endogène (PPi) auquel 

on greffe au carbone central des chaînes variées. Puissants inhibiteurs de la résorption osseuse, ils ont 

notamment été évalués lors d‘essais cliniques pour le traitement des métastases osseuses. Différents 

types de biphosphonates ont été étudiés in vitro et in vivo dans de multiples modèles d‘ostéosarcome 

(Figure II-36). Sur des lignées cellulaires d‘ostéosarcome, l‘alendronate, le midronate, l‘incadronate, le 

risedronate et le zolédronate inhibent la croissance cellulaire (Cheng et al., 2004; Kubista et al., 2006; 

Kubo et al., 2006; Murayama et al., 2008). In vivo, le zolédronate inhibe la croissance de la tumeur 

primaire, diminue l‘ostéolyse et réduit la formation de métastases pulmonaires dans le cas de modèles 

d‘ostéosarcomes induits par les cellules SaOS2 ou POS-1 chez la souris (Ory et al., 2005; Dass et 

Choong, 2007). 

 

 

Figure II-36 : Structure des biphosphonates : exemple de l’alendronate et du zolédronate 

 

4.3. Inhibiteurs des récepteurs tyrosine kinases 

Dans le cas d‘ostéosarcomes, des quantités anormales de récepteurs transmembranaires à la surface 

des cellules sont à noter. Ces récepteurs incluent les facteurs VEGF (vascular endothelial growth 

facteur), PDGF (platelet-derived growth factor), IGF (insulin-like growth factor), HER2 (human 

epidermal growth factor)… Ceux-ci partagent la caractéristique d‘être des récepteurs 

transmembranaires à activité tyrosine kinase, activité jouant un rôle clé dans différentes cascades 

signalétiques impliquées dans l‘oncogenèse. 

Dans la famille des récepteurs VEGF, il a notamment été démontré que le facteur VEGF-3 était 

surexprimé dans les cellules d‘ostéosarcome. Les inhibiteurs des récepteurs VEGF étudiés dans le 

traitement des ostéosarcomes ciblent l‘inhibition de l‘activité tyrosine kinase. Ainsi, différents 

inhibiteurs des tyrosine-kinases ont été évalués : le sorafenib, le sunitinib, le cediranib et le pazopanib. 
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Le PPTP, Pediatric Preclinical Testing Program, impliquant plusieurs institutions a évalué ces agents 

qui ont démontré leur activité inhibitrice de la croissance dans des modèles d‘ostéosarcome. Lors 

d‘une étude clinique de phase II, le sorafenib a alors été administré à des patients en rechute ou avec 

un ostéosarcome non résécable et après l‘échec du traitement standard par polychimiothérapie. Les 

résultats ont montré une amélioration à 4 mois de la survie des patients sans dégradation de leur état 

de santé (PFS, progression free survival) avec 14% de bon-répondeurs, 49% si l‘on inclut les patients 

dont la maladie est stable (Grignani et al., 2012). 

Contrairement aux résultats sur les inhibiteurs des VEGF, les résultats sur les inhibiteurs des 

récepteurs PDGFR et HER2 sont moins prometteurs et plus controversés. En effet, lors d‘une étude 

clinique de phase II, l‘imatinib, inhibiteur de PDGF-A, a été évalué chez des enfants présentant une 

rechute ou une tumeur solide réfractaire et parmi les 10 patients atteints d‘ostéosarcome, aucune 

réponse au traitement par l‘imatinib n‘a été observée. De même, les résultats récents d‘une autre étude 

clinique de phase II n‘ont démontré aucune différence statistique concernant la survenue de 

complications et la survie globale entre des patients surexprimant HER2 traités par le trastuzumab 

(inhibiteur de HER2) et des patients ne surexprimant pas ce récepteur et traités par une 

chimiothérapie cytotoxique seule (Ebb et al., 2012). 

Parmi les récepteurs aux IGF, deux sous-types sont connus : IGF-1R et IGF-2R. Dans le cas 

d‘ostéosarcome, l‘expression des IGF-2R est importante (Hassan et al., 2012) tandis que celle des IGF-

1R est plus variable mais la surexpression de ce facteur semble être corrélée à la présence de 

métastases (Wang et al., 2012b). Les inhibiteurs de ce récepteur ont donc été évalués pour le traitement 

des ostéosarcomes. Par exemple, le composé SCH 717454, un anticorps des récepteurs IGF-1 qui a 

démontré son activité lors d‘études précliniques, a fait l‘objet d‘une étude clinique de phase II 

notamment chez des patients en rechute d‘un ostéosarcome. Les résultats préliminaires ont montré la 

stabilisation de la maladie chez certains patients (Anderson et al., 2008). 

5. Conclusion 

Malgré sa faible incidence, l‘ostéosarcome est la tumeur osseuse primitive maligne la plus fréquente 

chez l‘enfant et l‘adolescent. Avec les avancées chirurgicales et chimiothérapeutiques des années 1970, 

le taux de survie des patients atteints d‘ostéosarcome non métastatique a grandement été amélioré 

avant de se stabiliser il y a déjà plus de vingt ans. De nouveaux agents chimiothérapeutiques et des 

thérapies innovantes sont néanmoins en cours d‘étude, soutenus par la connaissance grandissante des 

mécanismes impliqués dans le développement de ce type de cancer. Ces recherches sont aujourd‘hui 

en cours d‘aboutissement par le développement clinique de traitements prometteurs. 

La découverte de nouvelles cibles moléculaires permet également d‘envisager des thérapies 

alternatives. La MetAP2 comme nous l‘avons vu précédemment joue un rôle dans la prolifération des 

cellules tumorales mais aussi endothéliales faisant de cette enzyme une cible d‘intérêt pour la 

recherche de nouveaux anticancéreux. A notre connaissance, cette piste n‘a pas encore été étudiée 

pour le développement de molécules contre les tumeurs osseuses primitives. 

C‘est dans ce contexte que s‘est positionnée notre étude de recherche de nouveaux candidats 

médicaments pour le traitement des ostéosarcomes. 
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CHAPITRE III.  

La ligérine et ses analogues hémisynthétiques 

La ligérine est un sesquiterpène chloré dérivé du fumagillol qui fut isolée de cultures d‘une souche 

marine de Penicilliumsp..Les premiers travaux réalisés sur son activité biologique avaient montré 

qu‘elle possédaitune activité cytostatiquesélectivedes lignées cellulaires d‘ostéosarcomes(Vansteelandt, 

2011).La CI50 observée sur lignée murine d‘ostéosarcome POS-1 était de 117 nM, alors qu‘un 

maximum de 40% d‘inhibition de la prolifération cellulaire était obtenu pour une concentration 

maximale testée de 2,3 µM sur la lignée fibroblastique saine L929. Cette découverte avait mené à une 

demande de dépôt d‘un brevet engageantconjointement l‘université de Nantes et la société Atlantic 

Bone Screen®(Egorov et al., 2012). 

La ligérine est le premier analogue de la fumagilline testé pour une activité anti-ostéosarcome. Une 

étude approfondie de son activité biologique permettra l‘évaluation de son potentiel pharmacologique. 

Une série d‘analogues de la ligérine a été synthétisée et évaluée afin : 

1- de trouver un dérivé hémisynthétique qui présenterait une activité et/ou une sélectivité améliorée 

(en effet, malgré une sélectivité importante pour les lignées d‘ostéosarcomes, la ligérine présente une 

certaine cytotoxicité sur la lignée saine L929), 

2- d‘étudier les relations structure-activité de cette molécule. Pour cela, les deux positions représentant 

des originalités structurales par rapport aux composés décrits dans la littérature (chlore en C7 et ester 

succinique en C6), ont été modulées. 

Enfin, les activités biologiques de la ligérine ont été comparées in vitro avec une des molécules lead, le 

TNP-470. Ce dernier a également servi de référence pour les essais réalisés in vivo sur un modèle de 

tumeur osseuse chez la souris. 

1. Hémisynthèse de la ligérine et d’analogues structuraux  

1.1. Hémisynthèse de la ligérine 

Pour l‘ensemble de ces travaux (in vitro et in vivo), les quantités de produit requises étaient 

importantes, de l‘ordre de plusieurs centaines de milligrammes. Etant donné les faibles quantités de 

ligérine qui pouvaient être obtenues à partir de cultures de la souche MMS351, la synthèse de cette 

molécule s‘est révélée nécessaire. Une méthoded‘hémisynthèse avait déjà pu être testée lors de la thèse 

de M. Vansteelandt, mais sans optimisation(Vansteelandt, 2011). Elle comportait 4 étapes dont la 

première consistait en l‘obtention dela molécule de départ, à savoir la fumagilline (Figure II-37). Celle 

-ci est disponible commercialement à coût raisonnable sous la forme d‘une spécialité 

vétérinaireutilisée dans le traitement de parasitoses des abeilles, le Fumidil B® (distribué par la société 

Ceva Santé Animale, Libourne, France), composée de sels de dicyclohexylamine fumagillineà 2%. La 

purification de la fumagilline était tout d‘abord réalisée par chromatographie liquide basse pression 
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sur gel de silice (élution par CH2Cl2 puis CH2Cl2/MeOH 10 :1 (v/v)). Après cette purification, une 

deuxième étape d‘hydrolyse alcaline de la fumagilline en fumagillol (2) était nécessaire afin d‘ôter la 

chaîne acide en position 6 de la fumagilline. Les deux dernières étapes consistaient en l‘hémisynthèse 

à proprement parler : esterification en C6 puis halogenation en C7. 

 

 

Figure II-37 : Protocole d’obtention du fumagillol à partir de la spécialité Fumidil B® 

(d’après Vansteelandt, 2011) 

 

Afin de réduire le nombre d‘étapes et de simplifier les méthodes de purification des intermédiaires, 

pour in fine augmenter les rendements de ce protocole, il a été nécessaire de l‘améliorerétape par étape. 

a) Etape 1 : obtention du fumagillol par hydrolyse alcaline de la fumagilline présente dans le 

Fumidil B® 

La première optimisation a consisté en l‘amélioration du rendement et de l‘efficacité de l‘obtention du 

fumagillol. Les deux étapes de purification de la fumagilline présente dans le Fumidil B® et 

d‘hydrolyse de la fumagilline en fumagillol ont pu être fusionnées en une seule manipulation. En effet, 

il s‘est avéré qu‘il n‘était pas nécessaire de purifier la fumagilline avant hydrolyse en fumagillol : cela 

peut s‘effectuer directement à partir du Fumidil B® à condition que le milieu réactionnel soit 

suffisamment alcalin (solution de NaOH 0,5 M pendant 18 h). L‘élimination des impuretés 

majoritaires de la spécialité de départ (dicyclohexylamine) est alors réalisée après réaction grâce à un 

partage liquide/liquide : de l‘acide citrique (5%) est ajouté au mélange réactionnel avant de l‘extraire 

par l‘éther diéthylique, ce qui diminue la solubilité de la dicyclohexylamine dans le solvant organique 

(Arico-Muendel et al., 2009b) et permet d‘obtenir le fumagillol (Figure II-38). 

 

 

Figure II-38 : Protocole après optimisation d’obtention du fumagillol à partir de la spécialité Fumidil B ® 
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b) Etape 2 : obtentiondu 6-(3-carboxy-1-oxopropyl)-fumagillol par estérification de l’alcool 

secondaire du fumagillol 

La suite de la synthèse a consisté en l‘estérification de l‘alcool secondaire du fumagillol pour obtenir le 

6-(3-carboxy-1-oxopropyl)-fumagillolque nous appelerons ici 6-O-succinyl-fumagillol, du fait de 

l‘utilisation de l‘anhydride succinique pour cette étape. La synthèse s‘effectue par réaction entre le 

fumagillol et l‘anhydride succinique en présence de 4-diméthylaminopyridine (DMAP) et de pyridine 

anhydre (sous agitation à température ambiantependant 24h). La purification du produit final a été 

optimisée pour enrayer les problèmes de purification par colonne de silice et augmenter les 

rendements : elle a consisté en trois extractions liquide/liquide successives par changement de pH, 

permettant d‘atteindre un rendement de 66% et une meilleure pureté du produit final que dans le 

protocole initial.  

c) Etape 3 : halogénation en C7du 6-O-succinyl-fumagillol : ligérine 

La dernière étape a consisté à ouvrir le spiro-époxyde en position 3 afin d‘ajouter un chlore en C7 du 

6-O-succinyl-fumagillol. Ceci a été réalisé par action duchlorure de lithium (LiCl), en milieu acide 

acétique dans letétrahydrofurane (THF). La purification a été améliorée grâce à la mise au point d‘un 

protocole de chromatographie liquide réalisée par chromatographie flash(Puriflash 430evo Interchim, 

colonne Interchim Si-OH 4g 15 µm), sur colonne de silice avec une élution par un gradient de polarité 

croissante allant du CH2CL2 pur au mélange CH2CL2/MeOH 10:1 (v/v), et permettant l‘obtention de 

la ligérine avec un rendement de 67%. 

d) Protocole final - Conclusion 

Ainsi, après optimisation du protocole d‘hémisynthèse,l‘obtention de la ligérine à partir de la 

fumagilline a été réalisée avec un rendement global de 46% (Figure II-39). Les données structurales de 

la ligérine (spectres 1H et 13C) sont présentées en Annexe IX. L‘étude cristallographique par diffraction 

aux rayons X de la ligérine d‘hémisynthèse a permis de montrer que le protocole permettait de 

conserver la stéréochimie 1S,2S,3R,6R,13R,14R de la ligérine naturelle, partagée par tous les autres 

dérivés naturels. Lors de ces travaux, les deux composés intermédiaires fumagillol et 6-O-succinyl-

fumagillol ont également été conservés afin de les inclure dans les études de relations structure-activité 

(p80). Enfin, l‘étape d‘halogénation a également été réalisée sur le fumagillol, permettant d‘obtenir le 

7-chloro-fumagillol (données structurales en Annexe X, XI etXII). 
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Figure II-39: Protocole d’hémisynthèse de la ligérine à partir de la fumagilline 

 

 Protocole d’hémisynthèse de la ligérine à partir du Fumidil B® * 

a) Obtention du fumagillol par hydrolyse alcaline de la fumagilline présente dans le Fumidil B® 

Le Fumidil B® (50g) a été mis en solution dans 1L de NaOH 0,5 N sous agitation à température 

ambiante pendant 18 h. De l‘acide citrique (5% v/v) a été ajouté au mélange réactionnel avant 

d‘extraire la solution par de l‘éther diéthylique à trois reprises. La phase organique récupérée a ensuite 

été séchée par du Na2SO4 anh.puis concentrée sous vide. Le fumagillol a été obtenu sous la forme 

d‘une huile jaune (609 mg, rendement = 90%). 

b) Obtention du 6-O-succinyl-fumagillol par estérification de l’alcool secondaire du fumagillol 

Le fumagillol (600 mg, 2,12 mmol, 1 eq), a été mis en contact avec de la dimethylaminopyridine 

(DMAP, 330 mg, 2,75 mmol, 1,30 eq) et de l‘anhydride succinique (827 mg, 8,28 mmol, 3,9 eq) dans 

4mL de pyridine anhydre, pendant 24h et sous agitation à température ambiante. Le mélange 

réactionnel a été concentré à l‘évaporateur rotatif à 40°C. Le résidu a ensuite été repris avec de 

l‘AcOEt puis lavé à l‘eau. La phase organique a été extraite avec une solution saturée de NaHCO3 : la 

phase NaHCO3 a ensuite été acidifiée jusqu‘à pH4 avec du NaH2PO4. Le mélange a ensuite été extrait 

avec de l‘AcOEt avant d‘être séché par du Na2SO4anh puis concentré sous vide. Afin d‘ôter les traces 

de solvants résiduels, une coévaporation avec du toluène a été effectuée à plusieurs reprises à 

l‘évaporateur rotatif (40°C). Le 6-O-succinyl-fumagillol a ainsi été obtenu sous forme d‘une huile 

jaune (6-(3-carboxy-1-oxopropyl)-fumagillol,620 mg, rendement = 76%). 

c) Halogénation en C7du 6-O-succinyl-fumagillol : ligérine 

Le 6-O-succinyl-fumagilllol (600 mg, 1,56 mmol, 1 eq) a alors été mis en contact avec du LiCl (285 

mg, 6,80 mmol, 4,35 eq) dans 4,8 mL de THF, en présenced‘acide acétique (450 µL, 8,1 mmol, 5,2 

eq) à 0°C. Le mélange réactionnel a été réchauffé progressivement jusqu‘à température ambiante, puis 

mis sous agitation pendant 24 h. Le mélange a été purifié par chromatographie flash sur gel de silice 

(élution par le CH2Cl2 puis par un mélange CH2Cl2/MeOH 10 :1 (v/v)). La ligérine a été obtenue sous 

la forme d‘une huile incolore(7-chloro-6-(3-carboxy-1-oxopropyl)-fumagillol, 401 mg, rendement = 

67%). 

* l‘ensemble des réactifs utilisés proviennent de la société Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, 

France) et les solvants de Carlo Erba SDS (Val de Reuil, France). 
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1.2. Hémisynthèse d’analogues structuraux de la ligérine 

1.2.1. Schémas réactionnels 

Quatre analogues structuraux ont été synthétisés afin d‘évaluer l‘impact sur l‘activité antiproliférative 

de l‘allongement, l‘introduction d‘un cycle ou d‘un hétéroatome dans la chaîne acide en C6 ou encore 

de la substitution du chlore en C7 par un brome. 

Les hémisynthèses ont suivi le même schéma réactionnel que celui utilisé pour la synthèse de la 

ligérine. Ainsi, la première étape consistait en l‘hydrolyse alcaline de la fumagilline contenu dans la 

spécialité Fumidil B® menant ainsi à l‘obtention directe du fumagillol. Pour les étapes d‘estérification 

en C6 (étape b) et d‘halogénation en C7 (étape c), les conditions expérimentales étaient identiques à 

celles décrites ci-dessus pour la ligérine, à l‘exception de l‘anhydride et du sel d‘halogénure utilisésqui 

différaient d‘un composé à un autre. Ainsi, quatre produits ont été synthétisés et nommés S1 à S4 :  

- S1 :le 7-chloro-6-O-glutaryl-fumagillol(7-chloro-6-(4-carboxy-1-oxobutoxy)-fumagillol), 

- S2 : le 7-chloro-6-O-diglycolyl-fumagillol(7-chloro-6-[[2-carboxymethoxy)acétyl]oxy]-fumagillol), 

-S3 : le 7-chloro-6-O-phtalyl-fumagillol(7-chloro-6-[(2-carboxybenzoyl)oxy]-fumagillol) et, 

- S4 : le 7-bromo-6-O-succinyl-fumagillol(7-bromo-6-(3-carboxy-1-oxopropyl)-fumagillol). 

 

Leurstructure ainsi que les réactifs utilisés pour leur synthèse sont présentés dans laFigure II-40. 
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Figure II-40: Schéma réactionnel del’hémisynthèse d’analogues structuraux de la ligérine 

à partir de la fumagilline 

 

1.2.2. Analyse structurale des composés synthétisés 

Les composés synthétisés ont fait l‘objet d‘analyses HRMS/MS et RMN 1D afin d‘en valider la 

structure (interprétation des spectres et comparaison avec les données de la ligérine et de la littérature) 

et la pureté. Les données structurales sont détaillées dans les Annexes XV, XVI, XVII et XVIII. Ici 

aussi, la stéréochimie a été conservée, identique aux produits naturels. 

A titre d‘exemple, les résultats de RMN obtenus pour le composé S4 (7-bromo-6-O-succinyl-

fumagillol) solubilisé dans le CDCl3 sont présentés dans les figures II-41 et II-42. 
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Figure II-41 : Spectre 1H-RMN (500 MHz, CDCl3) du composé S4 

Le spectre du 1H (Figure II-41), a révélé la présence de 30 protons (qui avec le proton acide de la 

chaîne en C6 nous donne un total de 31 protons) et a permis au passage de valider la pureté du 

produit. Ainsi, on observe : 

- un hydroxyle à un δH de 4,15 ppm  

- trois groupements méthyles, dont les protons résonnent à desδH de 1,51 ppm, 1,68 ppm et 1,76 

ppm sous forme de singulets, 

- deux protons éthyléniques à δH=5,20 ppm (triplet, J=7,3 Hz) et δH=5,51 ppm (singulet), 

- quatre protons méthyléniques équivalents à δH=2,74 ppm. 

- sept protons qui présentent des déplacements chimiques suggérant leur proximité avec un 

hétéroatome : δH de 2,99 ppm, 3,29 ppm, 3,29 ppm, 3,50 ppm et 3,75 ppm 

-et sept autres protons avec des déplacements chimiques de 1,48 ppm, 1,81 ppm (2H), 1,99 ppm, 2,19 

ppm et 2,48 ppm (2H).  
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Figure II-42 : Spectre 13C-RMN (500 MHz, CDCl3) du composé S4 

 

L‘analyse du spectre 13C (Figure II-42) concorde avec la présence du composé S4 puisque l‘on observe 

bien : 

- quatre carbones méthyliques à desδC de 17,6 ppm, 22,0 ppm, 25,5 ppm et 56,7 ppm, ce dernier 

caractéristique d‘un méthoxyle,  

- six carbones méthyléniques à desδC de 23,3 ppm, 27,0 ppm, 28,8 ppm(deux carbones), 29,9 ppm et 

39,9 ppm, 

- cinq carbones méthines dont 1 hybridé sp2 à un δC de 118,2 ppm et 4 hybridés sp3 à 43,7 ppm, 

62,3 ppm, 66,1 ppm et 78,7 ppm, 

- cinq carbones quaternaires dont 2 carbonyles de fonction ester ou acide à desδC de 171,4 ppm et 

177,5 ppm, 1 éthylénique à 135,4 ppm et 2 autres carbones quaternaires à des déplacements de 76,7 

ppm et 64,0 ppm. 

1.3. Hémisynthèse du TNP-470 et du 7-chloro-TNP-470 

1.3.1. Hémisynthèse du TNP-470 

Afin de comparer l‘activité in vitro et in vivo de la ligérine avec celle du TNP-470, des quantités 

importantes de ce produit étaient nécessaires. Ce composé n‘étant pas disponible dans le commerce, 

son hémisynthèse a été réalisée en suivant les données de la littérature, par estérification de l‘alcool en 

C6 du fumagillol par le chloroacétyl-isocyanate (Figure II-43) (Marui et al., 1992). 
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Figure II-43: Protocole d’hémisynthèse du TNP-470 à partir de la fumagilline 

 Protocole d’hémisynthèse du TNP-470 à partir du fumagillol 
 

Le fumagillol (569 mg, 2,014 mmol, 1 eq) a été mis en contact avec du chloroacétyl-isocyanate (509 

µL, 714 mg, 6 mmol, 3 eq) en présence de DMAP(239 mg, 1,95 mmol, 0,97 eq) dans 14mL de 

dichlorométhane pendant 4h et sous agitation à 0°C. Le mélange réactionnel a ensuite été lavé à l‘eau 

puis avec une solution saturée en NaCl. Après trois lavages, la phase organique a été récupérée et 

concentrée à l‘évaporateur rotatif à 40°C. Le mélange a été purifié par chromatographie flash sur gel 

de silice (injection liquide du mélange repris par 3mL d‘hexane/CH2Cl2 (70:30 (v/v)), élution par 

l‘hexane 100% puis par un gradienthexane/AcOEt jusqu‘à AcOEt100%). Deux fractions contenant le 

TNP-470 ont été récupérées : une fraction TNP-470 pur (277mg, pureté vérifiée par RMN), la 

deuxième contenant le TNP-470 à 70% (229mg). Cette seconde fraction a été purifiéeà nouveau par 

chromatographie flash sur gel de silice avec un gradient Hexane/AcOEt 80 :20 à 50/50 (v/v). 165 mg 

de TNP-470 ont ainsi été obtenu, accompagnés de 68 mg d‘un co-produitnon identifié.Après 

regroupement des deux lots, 394 mg de TNP-470 ont été obtenus sous la forme d‘une huile incolore 

(6-O-chloroacétylcarbamoylfumagillol, rendement = 49%). Les spectres 1H et 13C sont présentés en 

Annexe XIII. 

1.3.2. Hémisynthèse du 7-chloro-TNP-470 

L‘hémisynthèse du 7-chloro-TNP-470 a été effectuée par halogénation en C7 du TNP-470, de façon 

identique à l‘obtention des halogénohydrines décrites précédemment (p68). A partir de 24 mg de 

TNP-470, 13 mg de son dérivé chloré ont été obtenus (rendement = 51%). Les spectres 1H et 13C sont 

présentés en Annexe XIV. 
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2. Evaluation pharmacologique de la ligérine et de ses analogues 

hémisynthétiques pour le traitement des ostéosarcomes 

2.1. Evaluation de l’activité antiproliférative in vitrosur modèles d’ostéosarcomes 

2.1.1. Lignées cellulaires 

L‘activité cytotoxique ou antiproliférative des différents composés a été évaluée sur une à six lignées 

cellulaires : quatre lignées tumoralespour en évaluer le potentiel anticancéreux et deux lignées saines 

afin d‘en déterminer la sélectivité et la toxicité.Le Tableau II-9 présente la morphologie de ces six 

lignées cellulaires in vitro (Gx400).Les tests utilisés afin d‘évaluer l‘activité cytotoxique ou 

antiproliférative des composés synthétisés ont été basés sur la mesure spectrophotométrique de 

l‘activité enzymatique mitochondriale des cellules vivantes grâce au réactif XTT (2,3-Bis-(2-methoxy-

4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide). Le protocole complet est présenté dans 

l‘Annexe II. 

2.1.1.1. Lignées cellulaires tumorales 

Parmi les lignées d‘ostéosarcomes, deux étaient d‘origine murine, et deux d‘origine humaine : 

- la lignée POS-1 est une lignée tumorale provenant d‘un ostéosarcome spontané de souris C3H 

(Kamijo et al., 2002; Ory et al., 2005).  

- la lignée OSRGa est une lignée tumorale issue d‘ostéosarcome de rat. Cette lignée a été 

initialement établie à partir d‘ostéosarcome radio-induit sur des rats Sprague-Dawley (Klein et al., 

1977; Jasmin et al., 1982).  

- la lignée SaOS2 répertoriée à l‘ATCC sous le numéro HTB-85™ est une lignée tumorale 

provenant d‘un ostéosarcome humain, isolée et caractérisée par J.Fogh et G. Trempe en 1977 

(Fogh et al., 1977a; Fogh et al., 1977b). 

- la lignée MG-63 est une lignée de cellules d‘ostéosarcome humain (ATCC® CRL-1427™) isolée 

et caractérisée par Billau et al. en1977. 

2.1.1.2. Lignées cellulaires non tumorales 

Deux origines différentes ont également été utilisées pour les lignées cellulaires non tumorales : 

- la lignée L929 répertoriée à l‘ATCC sous le numéro CCL-1™, est une lignée saine de fibroblastes 

murins. Cette lignée a été isolée en 1948. Le clone 929 de la souche parente a été établi à partir de 

la 95ème génération cellulaire (Sanford et al., 1948). 

- la lignée HFF2 (Human Foreskin Fibroblast) est une lignée saine de fibroblastes humains. 
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Tableau II-9 : Observation au microscope inversé (Nikon Eclipse TS100, Gx400) 

des lignées cellulaires utilisées (OSRGa,POS-1, L929, MG63, SaOS2, HFF2) 

 

2.1.2. Evaluation de l’activité antiproliférative in vitro des analogues hémisynthétiques 

L‘étude bibliographique sur les dérivés de la fumagilline a révélé l‘existence de plus de 100 

structuresdifférentes, dontune vingtaine de type chlorohydrine : une molécule d‘origine naturelle, la 

chlovalicine, les autres étant synthétiques. La présence d‘un spiro-époxyde en C3 étantd‘une façon 

générale considérée comme nécessaire à l‘activité inhibitrice de la MetAP2, ces halogénohydrines ont 

été l‘objet de peu d‘investigationspour leur activité anticancéreuse, et aucune sur ostéasorcomes. 

Ainsi, dans le but de concevoir des dérivés de la ligérine pour trouver des analogues dont le profil 

pharmacologique serait amélioré, il a été décidé de conserver le groupement chlorométhylène et d‘en 

moduler la chaîne ester. 

L‘importance de cette chaîne ester avait d‘ailleurs pu être constatée lors de la thèse de Marieke 

Vansteelandt qui avait pu comparer les activités de couples d‘analogues possédant ou non ce 

substituant. Il apparaissait clairement que les composés présentant une chaîne ester en C6 (6-O-

succinyl-fumagillolet ligérine) étaient plus actifs et plus sélectifs des lignées tumorales que les 

composés présentant un hydroxyle sur cette position (fumagillol et 7-chloro-fumagillol) et ce, 

indépendamment du substituant en C3. Ce résultat confirmait d‘ailleurs ceux de la littérature 

indiquant que la chaîne latéraleen C6 joue un rôle important dans l‘activité antiproliférative de ces 

molécules bien que celle-ci prenne place à l‘extérieur du site actif de la MetAP2 (Liu et al., 1998; Han 

et al., 2000). 

Ainsi, trois analogues structuraux modulant cette chaîne ester ont été synthétisés permettant d‘évaluer 

l‘impact sur l‘activité antiproliférative d‘un allongementde la chaîne acide (substitution du résidu 

succinyle de la ligérine par un groupement glutaryle, composé S1), ou de l‘introduction d‘un 

hétéroatome (résidu diglycolyle, composé S2) ou d‘un cycle aromatique (résidu phtalyle, composé S3) 
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dans cette chaîne. Les structures des trois analogues obtenus sont rappelées dans la Figure II-45. 

 

 

Figure II-45 : Structure de la ligérine et de trois analogues hémisynthétiques 

 

2.1.2.1. Evaluation sur des lignées murines d’ostéosarcome 

Comme pour la ligérine, les trois molécules d‘hémisynthèse ont présenté une activité antiproliférative 

sur les lignées d'ostéosarcome de souris POS-1 et de rat OSRGa aux concentrations testées (Figure 

II-46). Sur la lignée POS-1, toutes les molécules ont entraîné une diminution de la viabilité cellulaire 

d‘environ 50% à partir de 200 nM et un maximum de 54%à 60% d‘inhibition de la prolifération a été 

obtenuaux concentrationsles plus fortes (1 µg/mL, soit environ 2 µM). Bien que les différences 

d‘activité des analogues semblent peu significatives, le composé S1 et la ligérine étaient les molécules 

les plus actives sur ces cellules avec une diminution de 45% de la viabilité dès la concentration de 

30 nM alors qu‘à cette concentration les trois autres analogues n‘ont inhibé que de 25% la viabilité des 

cellules POS-1. Ainsi, les CI50calculées ont été de 117 nM pour la ligérine, 303 nM pour lecomposé 

S1,367 nM pour S3 et 1041 nM pourS2. 

Sur les cellules OSRGa, la ligérine a induit une diminution de la viabilité cellulaire autour de 20% 

quelle que soit la concentration dans la gamme 15 à 2000 nM. Les analogues hémisynthétiques ont 

présenté la même activité que la ligérine sur ce type cellulaire. 

 

 

Figure II-46 : Viabilité des cellules tumorales POS-1 (a) et OSRGa (b) en fonction de la concentration  

en analogues structuraux hémisynthétiques de la ligérine (échelle semi-logarithmique) 
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Ainsi, la ligérine etses trois analogues hémisynthétiques ne présentent qu‘une faible activité sur les 

cellules OSRGa (diminution maximale de 20%) mais induisent une forte inhibition de la 

proliférationdes cellules POS-1. 

2.1.2.2. Evaluation sur des lignées humaines d’ostéosarcome 

Comme sur la lignée POS-1, les quatre molécules testées ont présenté une activité antiproliférative 

dose dépendante sur les deux lignées d'ostéosarcome humain (MG63 et SaOS2) aux concentrations 

testées (Figure II-47). Sur cellules MG63, on observe une diminution maximale de la viabilité 

cellulaire de 60% pour la ligérine face à une diminution de 48% pour le composé S2, 44% pour S1 et 

42% pour S3. Une CI50 n‘est ainsi calculable que pour la ligérine avec une valeur de 1459 nM. 

Sur la lignée SaOS2, les activités sont similaires à celles observées pour la lignée MG63 :à la 

concentration maximale testée, un maximum de 55 à 58% d‘inhibitionde la prolifération cellulaire a 

été atteint pour la ligérine et les dérivés hémisynthétiques, à l‘exception du composé S3(maximum de 

46%). Cependant, l‘activité des dérivés hémisynthétiques semble moindreque celle de la ligérine aux 

faibles concentrations : le seuil d‘activité détectable (diminution de la viabilité de 11 à 24%) pour ces 

dérivés n‘a été détecté qu‘à partir de 30 nM,tandis qu‘à cette concentration la ligérine a entraîné une 

diminution de la viabilité cellulaire de 40%. Les CI50ont été calculées de137 nM pour la 

ligérine,629 nM pour lecomposé S2 et 863 nM pour S1. 

 

Figure II-47: Viabilité des cellules tumorales MG63 (a) et SaOS2 (b) en fonction de la concentration  

en analogues structuraux hémisynthétiques de la ligérine (échelle semi-logarithmique) 

 

2.1.2.3. Evaluation de l’activité antiproliférative sur cellules non tumorales 

Les quatre molécules testées ont présenté une activité antiproliférative sur les lignées fibroblastiques 

saines L929 et HFF2 avec un effet dose dépendant (Figure II-48). Sur les cellules murines L929, la 

ligérine s‘est avérée être légèrement plus toxique que les analogues hémisynthétiques avec une 

diminution de la viabilité de 12% à 3 nM. Pour les molécules S1et S2,une diminution de la viabilité 

cellulaire de respectivement 18% et 12%a été observéeà partir de 15 nM, et de 30 nM pour la 

moléculeS3 (diminution de la viabilité cellulaire de 12%). Un même plateau maximal d‘activité (40% 

d‘inhibition) a été induit par les composés testés à partir d‘une concentration de 60 nM pour la 

ligérine, et de 100 nM pour les trois analogues. 
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Sur la lignée de fibroblastes humains HFF2, les courbes d‘inhibition des quatre molécules sont 

superposées, jusqu‘à une concentration de 230 nM. Au-delà de cette dose, le composé S3 est le moins 

actif (inhibition maximale de 28%), alors que la ligérine et la molécule S1 induisent le plus 

d‘inhibition de la prolifération (45%). Aucune CI50 n‘a pu être calculée puisque la toxicité des 

composés n‘atteint jamais les 50%. 

 

Figure II-48: Viabilité des cellules non tumorales L929 (a) et HFF2 (b) en fonction de la concentration 

en analogues structuraux hémisynthétiques de la ligérine (échelle semi-logarithmique) 

 

2.1.2.4. Bilan de l’évaluation de l’activité antiproliférative des analogues 

hémisynthétiques de la ligérine 

Les trois dérivés hémisynthétiques évalués face à la ligérine ont tous présenté une activité 

antiproliférative associée à un effet dose sur l‘ensembledes lignées cellulaires. Cependant, si aucun des 

trois dérivés hémisynthétiques S1 à S3testés n‘a présenté d‘activité supérieure à celle de la ligérine sur 

les cellules tumorales, leur toxicité sur fibroblastes humains ou murins s‘est avérée inférieure ou égale 

à celle de la ligérine.  

L‘ensemble des tests a été réitéré, des résultats identiques aux premiers ont été obtenus. Le Tableau 

II-10présente les moyennes des CI50 obtenues lors des deux études. 

 

Tableau II-10 : CI50 obtenues lors de l’évaluation de l’activité antiproliférative  

de la ligérine et de trois analogues hémisynthétiques sur les lignées tumorales et non tumorales (en nM) 

 

 

Ainsi, la ligérine présente clairement l‘activité la plus importante sur les cellules tumorales. Sa CI50 est 

de 78 nM sur la lignée POS-1, soit une activité 3 à 17 fois plus importante que les analogues 

synthétisés. De même, l‘activité de la ligérine sur lignée tumorale humaine SaOS2 est alors 5 à 15 fois 

plus importante que celle des analogues. 
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Cependant, tous ces composés présentant des toxicités sur cellules saines, un indice de sélectivité (IS) 

a été déterminé (Tableau II-11). Celui-ci correspond, pour chaque composé et pour chaque origine 

cellulaire (humaine ou murine), au ratio entre sa CI50 sur cellules saines par rapport à cellesur lignée 

tumorale.Ces calculs montrent que, quelle que ce soit l‘origine cellulaire, la ligérine présente les 

meilleurs indices de sélectivité. Sur cellules murines par exemple la ligérine est de 3 à 15 fois plus 

sélective que les autres dérivés testés. 

 

Tableau II-11: Indice de sélectivité de la ligérine et des analogues structuraux hémisynthétiques 

 

 

En conclusion, aucun des composés synthétisés au cours de ce travail n‘a permis d‘augmenter ni 

d‘améliorerde façon significative l‘activitéde la ligérine. Ni l‘allongement d‘un méthylène de la chaîne 

succinique, ni l‘introduction d‘un hétéroatome ou d‘un cycle aromatique dans cette chaîne acide ne 

semblent entraînerde changementnotable dans l‘activité antiproliférative. 

Ainsi, après ces essais de pharmacomodulations, la ligérine restait le meilleur candidat pour la suite 

des études. 

2.1.3. Etude des relations structure-activité: Impact de la substitution halogénée en C7 

Au vu des résultats précédents, il a semblé pertinent d‘évaluer l‘implication dans l‘activité biologique 

de la présence d‘un atome de chlore en C7, ce substituant constituant une originalité par rapport aux 

autres molécules investiguées dans la littérature. 

Les activités antiprolifératives de troishalogénohydrines ont été comparées à celles de leurs analogues 

spiro-époxydes. Pour cela, trois couples de molécules présentant le même substituant en C6 ont été 

testés sur deux lignées tumorales (POS-1 et SaOS2) et la lignée L929 : ligérinevs6-O-succinyl-

fumagillol, 7-chloro-fumagillol vs fumagillol, et 7-chloro-TNP-470 vs TNP-470.Les structures de ces 

six composés sont rappelées dans la Figure II-49. 

IS(L929/POS1) IS(HFF2/SaOS2)

Ligérine >29 >17

S1 >10 >3

S2 >2 >4

S3 >9 /



PARTIE II. La ligérine et ses analogues : hémisynthèse et activité antiproliférative sur ostéosarcomes 

81 

 

Figure II-49 : Structure des composés hémisynthétiques époxydés en C3 et leur analogue chlorohydrine  

 

Sur chacune des lignées cellulaires, les chlorhydrines ont montré une activité équivalente à celle de 

leurs analogues époxydés, indiquant alors que l‘ouverture du spiro-époxyde et l‘insertion d‘un atome 

de chlore n‘a pas d‘impact sur l‘activité (Figure II-50). Dans la littérature, il a souvent été décrit que 

les deux époxydes de ces composés jouaient un rôle essentiel dans les interactions avec la MetAP2, et 

nous avons vu précédemment que les données bibliographiques sur l‘impact de l‘ouverture du spiro-

époxyde sont contradictoires (cf. partie bibliographique sur les relations structure-activité, p43). Les 

résultats obtenus ici sont concordants avec les études les plus récentes publiées par le laboratoire 

Praecis Pharmaceuticals® (Arico-Muendel et al., 2013), qui ont montré que le PPI-2458 et son 

analogue chlorohydrine présentaient la même efficacité d‘inhibition de l‘activité de la MetAP2 et de la 

prolifération des cellules HUVEC. 
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La forme bromohydrine de la ligérine (composé S4, Figure II-51 ) a alors été évaluée et a été 

comparée à la ligérine sur un panel de quatre lignées tumorales et deux non tumorales (Tableau II-12). 

 

 

Figure II-51 : Structure de la ligérine et de son analogue bromé S4 

 

Tableau II-12 : Viabilité des cellules MG63 (a), SaOS2 (b), HFF2 (c), OSRGa (d), POS-1 (e) et L929 (f) en 

fonction de la concentration du composé S4 et de la ligérine (échelle semi-logarithmique) 
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Il apparaît que, quelle que soit la lignée cellulaire, le composé S4possède une activité antiproliférative 

moindre par rapport à celle de la ligérine. Concernant les lignées tumorales humaines, on observe une 

diminution maximale de la viabilité des cellules MG63de 43% pour le composé S4 face à 55% pour la 

ligérine, etsur lignée SaOS2la CI50 ducomposé S4 est environ 6 fois inférieure àcelle de la ligérine 

(respectivement 801 nM et 137 nM). Sur lignées tumorales murines, les deux composés ont présenté 

soit la même activité, faible (maximum de 20% d‘inhibition de la viabilité cellulaire sur OSRGa), soit 

un effet moins importantpour le composé S4 (CI50 respectives de 485 nM et 117 nM sur POS-1). 

 

Ainsi, l‘activité des halogénohydrines est fonction du type d‘atome présent sur le méthylène en C7. 

Un atome de brome présente un encombrement stérique supérieur à celui d‘un chlore (1,14 Å contre 

0,99 Å). Or, l‘activité des dérivés de la fumagilline est supposée être en relation directe avec leur 

capacité à former une liaison covalente entre ce carbone C7 et un des azotes du cycle imidazole de 

l‘His-231 de la MetAP2. Nous avons alors cherché à voir d‘un point de vue moléculaire théorique si la 

présence d‘un chlore ou d‘un brome pouvait avoir un impact sur la possibilité de formation de cette 

liaison. Pour cela une étude par modélisation moléculaire (docking) des complexes MetAP2-ligérine 

et MetAP2-7-bromo-6-O-succinyl-fumagillol a été conduite par le Dr Cédric Logé au laboratoire 

IICiMed-EA1155 de la Faculté de Pharmacie de Nantes. Ceci a été réalisé à partirdes données 

cristallographiques de l'enzyme MetAP2 co-cristallisée avec la fumagilline, disponibles dans la base de 

données PDB (Protein data Bank, code 1Boa, http://www.rcsb.org, (Liu et al., 1998)). Pour cette 

étude, les cofacteurs physiologiquement nécessaires pour l‘activité de la metalloprotéase ont été 

conservés (deux ions cobalt et une molécule d‘H2O). Le modèle construit (Figure II-52) a montré que 

la position de la ligérine dans la poche active de la MetAP2 pouvait parfaitement se superposer à celle 

de la fumagilline : la proximité spatiale (distance inférieure à 3 Å) entre le carbone C7 du méthylène 

de la ligérine et l‘azote de l‘amine de l‘His-231 de la MetAP2 rend théoriquement possible la 

formation d‘une liaison covalente. Les autres liaisons observées au sein du complexe fumagilline-site 

actif de la MetAP2 (liaison hydrogène entre l‘hydroxyle en C3 après ouverture du spiro-époxyde et 

une molécule d‘eau voisine) ont aussi été observées dans le modèle construit. Enfin, le chlore 

n‘empêche pas le positionnement du reste du pharmacophore, c'est-à-dire du groupement 

isopropylidène de la chaîne en C4. 

Concernant le composé bromé S4, le même constat a été fait : la présence de l‘atome de brome ne 

contrarie pas l‘insertion de la molécule dans le site actif de l‘enzyme, et la superposition obtenue avec 

la fumagilline est présentée dans la Figure II-52. 

En conclusion, la présence d‘atomes d‘halogènes ne semble pas avoir d‘influence directe sur 

l‘interaction moléculaire entre ces sesquiterpènes et leur cible. Cependant il serait intéressant de 

comparer la réactivité du carbone méthylénique lorsqu‘il porte l‘un ou l‘autre des halogènes. 

Toutefois, au vu des différences d‘activité observées entre les analogues chloré, bromé et spiro-

époxyde, cette influence est bien réelle mais reste à expliquer. Des tests d‘inhibition de la MetAP2 ont 

été envisagés afin de comparer les résultats obtenus avec les différences d‘activité observées sur 

cultures cellulaires, mais n‘ont pas pu être réalisés. Cela permettrait de déterminer si la MetAP2 est la 

cible unique de ces composés ou s‘ils agissent par un mécanisme différent ou complémentaire dans les 

cellules d‘ostéosarcome. 

 

http://www.rcsb.org/
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Figure II-52 : Docking moléculaire des complexes fumagilline, ligérine ou 7-bromo-6-O-succinyl-fumagillol/MetAP2 : 

la fumagilline apparait en orange, la ligérine en blanc et le 7-bromo-6-O-succinyl-fumagillol en magenta 
Les flèches marrons sur la représentation à gauche indiquent les carbones C7 des trois molécules. La liaison covalente de la 

fumagilline avec l‘His231 est entourée sur  la représentation à droite. Les liaisons hydrogènes apparaissent en traits 
pointillés jaune 

 

2.1.4. Evaluation de la ligérine face au TNP-470 

Lors de la thèse de Marieke Vansteelandt, l‘activité de la ligérine avait été comparée à celle d‘un panel 

de molécules commercialisées comme anticancéreux cytotoxiques. Il avait été montré que la ligérine 

présentait une activité antiproliférative 70 fois plus importante que l‘irinotécan et la fludarabine sur les 

cellules POS-1 et une activité équivalente à la vincristine et au paclitaxel(Vansteelandt, 2011). Son 

index de sélectivité ISPOS-1/L929 était 7 fois supérieur à celui de la doxorubicine, montrant ainsi que la 

ligérine pourrait être un bon candidat thérapeutique.  

Dans la série chimique des sesquiterpènes analogues de la fumagilline, le TNP-470 a été pendant de 

nombreuses années considéré comme chef de file puisque, malgré sa neurotoxicité, c‘est le seul à avoir 

atteint la phase II d‘essai clinique, entre autres pour le traitement des adénocarcinomes du pancréas 

avancés non métastatiques. Nous avons donc comparé l‘effet antiprolifératif de la ligérine face à ce 

composé de référence sur les quatre lignées tumorales d‘ostéosarcome et les deux lignées non 

tumorales fibroblastiques.Les résultats de cette étude sont présentés dans le Tableau II-13. 
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Tableau II-13 : Comparaison de l’activité antiproliférative de la ligérine et du TNP -470 

sur les lignées cellulaires : MG63 (a), SaOS2 (b), HFF2 (c), OSRGa (d), POS-1 (e) et L929 (f) 

(échelle semi-logarithmique) 

 

 

 

Les résultats montrent que -dans la gamme de concentrations testées- le TNP-470 agit comme la 

ligérine par un mécanisme cytostatique, aucune inhibition totale de la prolifération cellulaire n‘ayant 

été observée sur les six lignées. Sur la lignée murine POS-1, le TNP-470 est apparu nettement plus 

actif que la ligérine avec des CI50 respectives de 3 et 117 nM. Cependant, sur la lignée OSRGa et sur 

les lignées tumorales humaines, l‘effet des deux composés est identiquevoire légèrement plus 

important pour la ligérine sur SaOS2. Sur cette dernière lignée, sa CI50 est de 137 nM alors qu‘elle 

n‘est que de 508 nM pour le TNP-470. 

Sur les deux lignées de cellules non tumorales,la ligérine a présenté une toxicité moins importante que 

le TNP-470 pour des concentrationsinférieures à 230 nM.  
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Le Tableau II-14 montre ainsi que, pour une même efficacité des deux molécules sur cellules 

tumorales humaines, la toxicité observée sur cellules saines humaines est inférieure pour la ligérine ce 

qui constitue un avantage intéressant dans l‘efficacité pharmacologique. 

 

Tableau II-14 : Activités comparées de la ligérine et du TNP-470  

sur lignées cellulaires humaines (tumorales MG3 et SaOS2, saine HFF2).  
Pourcentages d‘inhibition de la viabilité cellulaire à la concentration de 30 nM  

 

 

2.2. Evaluation de l’activité biologique in vivo sur modèle d’ostéosarcome 

Au vu du profil d‘activité de la ligérine sur modèles d‘ostéosarcomes in vitro, une étude sur l‘animal 

était nécessaire afin de confirmer l‘intérêt potentiel de cette molécule pour le traitement des cancers 

osseux. De grandes quantités de ligérine ayant pu être synthétisées, elle a pu être testéein vivosur un 

modèle d‘ostéosarcome chez la souris immunocompétente, le TNP-470 étant ici encore utilisé comme 

référence. Une première étude réalisée à l‘aide d‘un modèle de tumeur osseuse transplantée n‘avait 

pas permis de dégager un effet significatif de la ligérine sur le développement tumoral, mais semblait 

mettre en évidence une diminution de la mortalité des animaux traités par rapport à un groupe 

contrôle. L‘agressivité de ce modèle de tumorigénèse avait été avancée comme explication à cette 

absence de résultats, les nodules cancéreux se développant très rapidement et de façon très importante 

(Vansteelandt, 2011). 

Le modèle employé ici a consisté en l‘induction d‘une tumeur osseuse primitive par l‘injection de 

cellules tumorales murines (POS-1) à proximité des tibias de souris C3H/HeN. La tumeur se 

développe environ 7 jours après l‘injection et croit rapidement. Le choix de la dose de ligérine pour le 

traitement s‘est fait après étude de la littérature :aucunemolécule de cette famille chimique n‘ayant été 

testée sur des modèles d‘ostéosarcomes, nous nous sommes intéressés aux protocoles concernant 

l‘évaluation de l‘activité antitumorale du TNP-470 sur d‘autres modèles murins de cancers. Plusieurs 

publications ont rapporté une dose efficacede TNP-470 de l‘ordre 30 mg/kg. Indépendamment du 

protocole d‘administration, à cette dose le TNP-470 a entraîné une diminutiondu volume tumoral 

dans un modèle d‘angiosarcome ISOS-1 et dans un modèle d‘hémangioendothéliome EOMA 

(O'Reilly et al., 1995; Ma et al., 2000). Toujours à cette dose, la vascularisation des tumeurs induites 

par une lignée tumorale prostatique PC-3a été inhibée (toutefois sans significativité des 

résultats)(Arisawa et al., 2002) ; sur un autre modèle murin, la néoangiogénèse a été ralentie et le 

volume tumoral de métastases cérébrales H226Br a été significativement réduit (lignée établie à partir 

de lésions métastatiques obtenues à partir d‘un carcinome pulmonaire) (Mori et al., 2000). Une autre 

étude, la plus intéressante dans le contexte de notre travail, menée par Sasaki et al. a consisté en la 

première description de l‘activité du TNP-470 sur la résorption osseuse (Sasaki et al., 1998). Cette 

étude a été réalisée sur un modèle murin de métastases osseuses ostéolytiques de cancer du sein 

(tumeur osseuse secondaire) : après injection de cellules MDA-MB-231 en intracardiaque, les souris 

ont présenté des métastases osseuses. L‘activité préventive et curative du TNP-470 a alors été évaluée, 

MG63 SaOS2 HFF2

Ligérine 32 % 30 % 15 %

TNP-470 33 % 35 % 43 %
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en réalisant des injections sous-cutanées à la dose de 30 mg/kg, trois fois par semaine pendant 4 

semaines. Les résultats présentés dans la publication indiquent que le TNP-470 a inhibé les métastases 

osseuses non seulement via son activité antitumorale due à ses propriétés anti-angiogéniques mais 

également par inhibition de la résorption osseuse ostéoclastique, faisant de lui un candidat potentiel 

pour le traitement des métastases ostéolytiques. Il a ainsi été choisi de s‘inspirer de ce protocole pour 

l‘évaluation in vivo de l‘activité antitumorale de la ligérine. 

 

 Protocole 

Les composés ont été testés in vivosur un modèle d‘ostéosarcome chez la souris immunocompétente 

selon le protocole décrit par Wittrant et al. en 2006. 

Les souris C3H/HeN, mâles, âgées de 4 semaines à réception, ont été fournies par le centre d‘élevage 
Janvier (Le Genest Saint Isle, Mayenne, France). Elles ont été stabulées dans des cages en 
polypropylène translucide de dimension standard avec un maximum de 8 animaux par cage, ceci une 
semaine avant le début de l‘étude dans des pièces climatisées (18-21°C) avec une humidité relative de 
40% à 70%. Les animaux ont eu un accès libre et à volonté à l‘alimentation et à l‘eau de boisson, en 
pièce d‘hébergement de l‘animalerie de la Faculté de Médecine de Nantes (animalerie agréée par les 
services vétérinaires départementaux ; n° d‘agrément : C44015). 

Injection des cellules tumorales : Après identification des animaux et une semaine d‘acclimatation, 

les souris ont reçu une injection de cellules POS-1 dans le coussinet plantaire (4106 cellules dans 50 
µL de NaCl 0,9%). Les souris ont préalablement été anesthésiées à l‘isoflurane et une injection de 
buprénorphine (SC) a été réalisée le jour de l‘injection (½ heure avant l‘induction) et le lendemain. 

Traitement :La ligérine et le TNP-470 ont été administrés en traitement préventif de l‘induction 
tumorale dès l‘injection des cellules POS1. Le traitementadonc commencé à J0 puis a été poursuiviun 
jour sur deux jusqu‘à dix-huit jours. Pour cela, les composés ont été injectés par voie sous-cutanée, en 
solution dans un solvant constitué de NaCl à 0,9% + EtOH 20%, et à la posologie de 30 mg/kg (10 
mL/kg). Un groupe contrôle négatif a été constitué par des souris recevant des injections du véhicule 
seul.  

Au début de l‘expérimentation, les groupes traités étaient constitués de 10 animaux chacun etle 
groupe contrôlede 6 animaux. 

Suivis : Le suivi clinique (évolution pondérale, état général de l‘animal, mesure du volume tumoral et 

réaction à la chirurgie et au traitement) a été effectué deux fois par semaine.  

Le volume tumoral (VT) a été calculé de la façon suivante :  

volume = (l2xL)/2, avec l la petite longueur et L la grande longueur de la tumeur 

Les animaux ont été euthanasiés si l‘une des conditions suivantes était observée :  

- le volume de la tumeur est supérieur à 1000 mm3,  
- la tumeur nécrose, 
- la perte pondérale de l‘animal est supérieure à 20% de son poids initial. 
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 Résultats 

A l‘issue de l‘étude (J18),deux animaux du groupe « contrôle » ont dû être exclus, aucune tumeur ne 

s‘étant développée (échec de l‘induction tumorale). Les quatre autres animaux ont présenté un volume 

tumoral moyen de 839 ± 204 mm3.  

Le Tableau II-15présente les résultats des mesures des VT pour les deux groupes traités. 

 

Tableau II-15 : Volumes tumoraux à J18 (VT en mm3) 

 

 

Au sein du groupe ayant reçu la ligérine, la mesure des VTa montré une grande hétérogénéité entre 

animaux. Deux sous-groupes ont pu être différenciés (méthodologie : classification 

hiérarchiqueascendante, Figure II-53) et déterminés comme statiquement différents (p value<0,05, test 

de Mann-Whitney) : des animaux « bons répondeurs » (6 souris dont le VT<480 mm3) et des animaux 

« mauvais répondeurs » (3 sourisdont le VT>748 mm3). Dans ce deuxième groupe un animal a été 

exclu car décédé à J18. 

 

 

Figure II-53 : Classification hiérarchique ascendante appliquée aux volumes tumoraux 

des animaux traités par la ligérine différenciant la population en deux sous-groupes 
(distance euclidienne, méthode d‘agrégation par lien complet)  

 

 

 

Animaux N° VT (mm3) Animaux N° VT (mm3)

1616 0,0 1606 1124,6

1617 0,0 1607 0,0

1619 455,6 1609 443,5

1620 251,2 1610 748,5

1621 0,0 1611 461,4

1622 228,0 1612 479,0

1623 0,0 1613 1075,2

1624 138,8 1614 133,3

1625 0,0 1615 371,4
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La Figure II-54 montre la comparaison des résultats, en prenant en compte la scission des animaux 

« ligérine » en deux sous-groupes.Aucune différence significative n‘a pu être mise en évidence entre le 

groupe « ligérine-bons répondeurs », c'est-à-dire pour 60% des souris ayant reçu la ligérine et celui 

traité par le TNP-470 (p value >0,05 test de Kruskal-Wallis; neuf animaux pris en compte, une souris 

ayant dû être euthanasiée en cours d‘étude).Ainsi, à posologies identiques, la ligérine présente une 

activité antitumorale comparable à celle du TNP-470 pour 60% des souris traitées. 

 

 

 

Figure II-54 : Représentation « box plot » des volumes tumoraux 

des animaux des groupes « contrôle », « ligérine mauvais répondeurs », 

 « ligérine bons répondeurs » et « TNP-470 » 

 

Lors de cette étude, le poids de chaque animal a été déterminé deux fois par semaine pendant toute la 

durée de l‘étude. Cette mesure est considérée comme un reflet des effets toxiques potentiels des 

traitements administrés. La Figure II-55 présente les évolutions pondérales des animaux.  

L‘observation du groupe contrôle montre que l‘induction tumorale et son développement n‘ont pas eu 

d‘incidence négative sur la prise de poids physiologique, celui-ci croissant régulièrement. On observe 

également une prise de poids pour les animaux traités avec la ligérinequi, même si elle est moins 

importante que pour le groupe contrôle, n‘est pas significativement différente(p value>0,1 quel que 

soit le jour, test de Kruskal-Wallis). 

A l‘inverse, les souris traitées avec le TNP-470 ont présenté une perte de poids tout au long de l‘étude, 

significative dès J4 par rapport au groupe contrôle(p value< 0,001 quel que soit le jour, test de 

Kruskal-Wallis). Pour un des animaux, cette diminution pondérale a atteint le seuil de 20% défini 

comme critique dans les critères d‘éthique de ce type d‘étude : cette souris a dû être euthanasiée à J11. 

Ces observations confirment la toxicité importante du TNP-470 décrite dans la littérature. 
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Figure II-55 : Suivi pondéral des souris des 3 groupes de l’essai. 

Calcul du poids relatif au poids initial : Poids Jx/Poids J0 
*** : significativité par rapport au contrôle solvant (p value<0,001, test de Kruskal-Wallis) 

 

Ainsi, à posologies identiques, la ligérine présente une activité antitumorale comparable à celle du 

TNP-470 pour 60% des souris traitées, sans effet sur le poids des animaux donc avec une toxicité 

moindre. Ces résultats sont concordants avec les données observées in vitro : l‘activité du TNP-470 est 

nettement supérieure à celle de la ligérine sur la lignée POS-1 et il présente une toxicité plus 

importante sur lignées saines. 

Néanmoins, cette étude présente un biais majeur, défavorable à une interprétation définitive des 

données, et lié au modèle biologique. En effet, nous avons vu que les tumeurs ne se sont pas 

systématiquement développées dans le groupe contrôle. Il est de ce fait difficile d‘interpréter l‘absence 

de tumeur dans les groupes traités comme résultant de l‘efficacité des traitements préventifs, ou 

comme un échec de l‘induction cancéreuse. Afin de confirmer ces résultats, d‘autres études devront 

être réalisées, soit en utilisant d‘autres types de modèles (autres lignées cellulaires injectées1, dont 

lignées humaines), soit en incluant un plus grand nombre d‘animaux. Un premier essai a été réalisé en 

ce sens, mais sans résultat. Il sera également important de réaliser des essais de détermination de la 

dose maximale de ligérine tolérée, afin d‘adapter la posologie à l‘obtention d‘une efficacité sur 100% 

des animaux. 

  

                                                        
1 Un autre modèle de tumeurs murines était disponible au sein de la société ABS, utilisant la lignée cellulaire 
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2.3. Evaluation de l’activitéde la ligérine sur l’ostéoclastogenèse 

L‘étude in vivo précédente n‘ayant pas inclus d‘étude histologique, elle n‘a pas permis d‘observer si la 

ligérine pouvait présenter un effet protecteur contre l‘ostéolyse, phénomène généralement associé aux 

ostéosarcomes. L‘étude de Sazaki et al. avait montré que le TNP-470 inhibait la résorption osseuse par 

les ostéoclastes (Sasaki et al., 1998). Nous avons donc envisagé d‘évaluer l‘effet in vitro de la ligérine 

sur le mécanisme d‘ostéoclastogénèse. Pour cela, des précurseurs ostéoclastiques humains CD14 ont 

été cultivés dans un milieu favorisant leur différenciation, en présence ou non de ligérine oude TNP-

470. 

 Protocole 

Les précurseurs ostéoclastiques utilisés sont des cellules CD14 d‘origine humaine récupérées par 
FICOLL et tri magnétique. 

A J0, 45 000 cellules par puits ont été ensemencées en plaques 96 puits dans le milieu α-MEM 

(Gibco®) avec RP additionné de 10% (v/v) de SVF complémenté en hMCSF (facteur de 
prolifération). 

A J4, le milieu a été renouvelé en ajoutant du RANKL (facteur de différenciation) et les molécules à 
tester à différentes concentrations (10-4 ng/mL à 10 ng/mL). Les molécules ont été solubilisées dans 
de l‘EtOH absolu puis des dilutions ont été effectuées avec un mélange PBS-2% EtOH. Le 
pourcentage d‘EtOH est resté constant dans tous les puits. Le milieu de culture a ensuite été renouvelé 
deux fois par semaine. 

Plusieurs contrôles ont été réalisés : 

- un contrôle négatif : milieu de culture avec MCSF sans RANKL  

- un contrôle milieu : milieu de culture avec MCSF et RANKL  

- un contrôle solvant : milieu de culture avec MCSF, RANKL et 5% de PBS-2% d‘EtOH  

- un contrôle positif : de l‘alendronate à 5 µM et 25 µM (biphosphonate cytotoxique) 

Lorsque des cellules plurinucléées contenant au moins trois noyaux ont été observées au microscope 
inverse, une coloration TRAP est effectuée afin de révéler les ostéoclastes matures exprimant 
laphosphatase acide tartrate résistante (enzyme TRAP). Un kit Acid Phosphatase leukocytes (Sigma, 
référence 387A-1kt) a été utilisé. Les cellules plurinucléés ont ensuite été observées sous microscope et 
comptées dans chaque puits. 

 Résultats 

La Figure II-56 présente la morphologie des cellules selon qu‘elles se sont différenciées ou non en 

ostéoclastes matures. Les résultats de comptage des cellules différenciéesaprès fixation etcoloration 

TRAPsontprésentés dans la Figure II-57.En l‘absence de RANKL (« contrôle négatif »), seules des 

précurseurs CD14 ont été observés. En présence de RANKL, les contrôles ont montré la présence 

d‘ostéoclastes matures, avec une moyenne de 298 et 359 cellules plurinucléées comptées, en l‘absence 

(« contrôle milieu ») ou en présence de solvant (« contrôle solvant »). Enfin, en présence d‘alendronate 

(« contrôle positif »), aucune cellule CD14 ne s‘est différenciée en ostéoclaste mature. Ces résultats ont 

permis de valider les conditions expérimentales. 

L‘observation microscopique des cellules a montré que la ligérine et le TNP-470 ont induit une 

diminution du nombre d‘ostéoclastes formés aux concentrations les plus fortes, sans modifier la 

morphologie des cellules précurseurs. Ceci indique clairement que ces molécules n‘agissent pas par 

cytotoxicitésur les cellules CD14, mais par une inhibition de leur différenciationen ostéoclastes(Figure 

II-56). 
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Figure II-56 : Morphologie des cellules CD14 après coloration TRAP 

Cellules différenciées en ostéoclastes dans le cas du contrôle solvant , 
Cellules CD14 non différenciées dans le cas du traitement à la ligérine (10 ng/mL)  

 

Concernant la ligérine, la différenciation en ostéoclastes a été inhibée à partir d‘une concentration de 

1 ng/mL,induisant une diminution de 50%du nombre de cellules plurinuclées observables ; à une 

concentration de 10 ng/mL, la formation d‘ostéoclastes matures était négligeable (en moyenne 3 par 

puits). Le TNP-470 a également montré une activité, mais significativement (p≤0,001) plus faible que 

celle de la ligérine : à 1 ng/mL, la différenciation n‘a été diminuée que de 29%. 

 

 

Figure II-57 : Evaluation de la ligérine et du TNP-470 sur l’ostéoclastogénèse humaine in vitro : comptage 

des ostéoclastes matures (OC) par puits (***significativité p≤0,001) 

 

Ainsi, la ligérine semble présenter une activité particulièrement intéressante comme inhibiteur de 

l‘ostéoclastogenèse puisque active à dose nanomolaire (CI50 de 1 ng/mL soit 2,4 nM), concentration 

qui a été montrée non cytotoxique sur les lignées fibroblastiques HFF2. Des essais complémentaires 
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devront être engagés afin de déterminer si elle peut présenter un intérêt en thérapeutique, seule ou en 

association, lorsqu‘une ostéolyse est la cause d‘une pathologie (ostéoporose) ou lui est associée 

(cancers osseux primitifs et métastases osseuses).  

3. Conclusion générale et perspectives 

La ligérine et autres dérivés hémisynthétiques du fumagillol sont donc des composés cytostatiques à 

activité sélective sur cellules d‘ostéosarcomes. Les données concernant l‘évaluation pharmacologique 

in vitro de ces composés ont fait l‘objet d‘une publication (Annexe XXI). Parmi l‘ensemble des 

molécules testées au cours de cette thèse, la ligérine reste la substance pour laquelle le potentiel de 

développement est le plus prometteur. Plusieurs raisons justifient ce choix : 

1. Elle présente une activité supérieure ou égale aux autres dérivés synthétisés quelle que soit la 

lignée tumorale employée, murine ou humaine. 

2. Son indice de sélectivité est supérieur à celui du TNP-470 sur lignées humaines avec une 

toxicité moindre   

3. Les essais préliminaires in vivo semblent encourageants. De futures études sur modèles 

d‘ostéosarcomes permettront de confirmer ces résultats. Plusieurs paramètres supplémentaires 

seront à prendre en compte, tels que la dose maximale tolérée, la toxicité systémique, plus 

particulièrement la neurotoxicité, et l‘effet sur l‘apparition d‘une ostéolyse. 

4. Les analyses sur l‘ostéoclastogenèse ont montré que la ligérine inhibe l‘ostéoclastogenèse sans 

effet cytotoxique, avec une activité supérieureà celle du TNP-470. Cette dernière piste 

thérapeutique pouvant cibler par exemple la réduction des phénomènes d‘ostéolyses liés aux 

tumeurs osseuses (dans le cadre d‘un traitement adjuvant en chimiothérapie cancéreuse) ou 

encore le traitement préventif de l'ostéoporose, est un nouvel axe de développement de ce 

composé. 

5. Si comme les molécules de cette série chimique, la ligérine inhibe la MetAP2 et vu 

l‘implication de cette enzyme dans les processus de régulation de la biologie cellulaire, 

l‘activité de la ligérine pourrait faire l‘objet d‘étude sur d‘autres modèles de pathologies 

(paludisme, leishmaniose…). Néanmoins, il apparaît avant tout que le mécanisme d‘action de 

la ligérine devrait être investigué et cela, dans un premier temps, avec des tests d‘inhibition de 

la MetAP2. 

6. Par la présence conjointe de son chlorométhylène et de son groupement ester succinique, cette 

molécule naturelle originale se distingue des analogues de la fumagilline ayant fait l‘objet 

d‘une publication soit dans la littérature scientifique, soit sous la forme de brevets. C‘est ce qui 

a permis la protection de la ligérine sous la forme d‘une demande de brevet.  
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4. Le brevet ligérine : développement et devenir 

La demande de brevet concernant la ligérine et son activité antiproliférative sur ostéosarcome a été 

déposée en mars 2011 et s‘intitulait « DERIVES UTILES DANS LE TRAITEMENT OU LA 

PREVENTION DE TUMEURS OSSEUSES ». L‘opinion écrite2 délivrée par l‘Institut National de la 

Propriété Industrielle (INPI) suite à la demande de dépôt de brevet mettait en avant la nouveauté des 

composés bioactifs : « Aucun des documents de la littérature ne divulgue de composés spécifiques dans la zone de 

recoupement et la présence systématique du substituant de type « -O-C(O)-A1-A2 » est considéré comme un nouvel 

élément structural qui distingue l’objet revendiqué de l’état de la technique au sens d’une sélection nouvelle ». Le 

critère de nouveauté étant le seul examiné sur le sol français, le brevet a pu être déposé en France : il a 

été publié en septembre 2012 (Egorov et al., 2012). 

Néanmoins, le rapport de recherche préliminaire établi par l‘INPI faisait état d‘un certain nombre de 

documents antérieurs3 dont deux étaient considérés comme opposables à la revendication 

d‘inventivité du brevet car décrivant l‘utilisation comme antitumoraux de certains analogues de la 

fumagilline. L‘INPI indiquait : « l’homme du métier confronté au problème technique posé considérerait la 

modification des substituants comme une procédure de développement ordinaire ». Il était ainsi reproché 

l‘absence de propriétés inattendues par rapport aux composés de l‘art antérieur, et l‘absence de 

comparatif par rapport au chef de file de la classe chimique, le TNP-470.  

En effet, il était nécessaire de tester en parallèle les deux composés, de déterminer quel motif était 

responsable de leurs différences d‘activité/toxicité, et de synthétiser des dérivés de la ligérine pour 

étayer les revendications et exemples du brevet par la présentation d‘un panel de composés dérivés de 

celle-ci. L‘obtention de ces résultats a permis d‘engager le brevet dans une procédure internationale 

par une demande PCT (Patent Cooperation Treaty) faite en mars 20124. 

La demande PCT a par la suite été examinée par l‘INPI. Le rapport de recherche international qui en 

a résulté a alors remis en question le caractère persuasif des tests comparatifs entre la ligérine et le 

TNP-470. La raison évoquée portait sur le fait que les deux composés testés et comparés présentaient 

plusieurs différences structurales (en positions C6 et C7) et qu‘il n‘était donc pas possible de savoir 

laquelle de ces différences était à l‘origine de la moindre toxicité de la ligérine. Afin de lever cette 

objection, les tests sur l‘analogue chloré en C7 du TNP-470 ontmis en évidence que la chaîne 

succinyle était responsable de ce phénomène.  

Cependant, étant donné le manque d‘éléments pour supporter le niveau d‘inventivité revendiqué (au 

sens de l‘office international des brevets) dans la demande de PCT, celle-ci a été stoppée (elle a été 

rendue publique en octobre 2012 sous le numéro d‘enregistrement WO2012130906 A1). Lesrésultats 

des nouvelles études qui seront réalisées suite à ce travail permettront de définir la suite à donner à 

cette démarche.  

                                                        
2 En réponse à un dépôt de brevet, l‘INPI délivre un rapport de recherche préliminaire citant tous les documents de l‘art 

antérieur permettant de juger de la nouveauté et du caractère inventif du brevet ; ce rapport est accompagné d‘une 
opinion écrite expliquant les conclusions obtenues suite à l‘étude de ces critères. 
3 Documents antérieurs de catégorie X : document qui s‘oppose à lui seul à ce qu‘une invention revendiquée puisse être 
considérée comme nouvelle ou comme impliquant une activité inventive.   
4 Le texte de la demande PCT figure en Annexe XXII. 
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5. Epilogue 

Très récemment, les résultats décrits en 2013 par l‘équipe de Christopher Arico-Muendel du 

laboratoire Praecis Pharmaceuticals®(Arico-Muendel et al., 2013), ont apporté des éléments nouveaux 

sur les relations structure-activité dans cette série chimique, et particulièrement sur les chlorohydrines, 

jusqu‘alors peu investiguées. En effet, dans cette publication les auteurs s‘intéressaient à la 

métabolisation du PPI-2458, leur candidat médicament, et ont proposé un schéma général présentant 

deux voies principales de formation des métabolites in vivo, l‘une détoxifiante, l‘autre activatrice 

(Figure II-58). Ils ont montré en utilisant un modèle synthétique se rapprochant du suc gastrique, que 

suite à l‘administration orale du PPI-2458, certains de ses métabolites, formés dans l‘environnement 

stomacal acide par ouverture du spiro-époxyde, étaient des analogues de type chlorohydrines 

(composés M-I et M-II). Les auteurs ont alors évalué l‘activité inhibitrice de ces métabolites sur la 

MetAP2 : contrairement aux métabolites de type diols (composés D-I et D-II), les chlorohydrines se 

sont révélées aussi actives que la molécule originelle, à condition toutefois que le pH du milieu dans 

lequel le test est fait soit faiblement basique. Ceci suggérant une reformation de l‘époxyde par perte de 

l‘halogène après réduction (composé M-III), les dosages du PPI-2458 et de son métabolite chloré M-I 

après incubation dans du plasma murin ont montré que la recyclisation après déhalogénation est bien 

effective et est un processus immédiat. Les auteurs en déduisaient que les composés de type 

chlorohydrines n‘auraient pas d‘activité intrinsèque et que les métabolites époxydés seraient en fait les 

seules formes actives et interagissant avec la cible. 

 

 

Figure II-58 : Schéma des biotransformations du PPI-2458 en conditions aqueuses acides 

et activités inhibitrices de la MetAP2 (activité résiduelle après 8h de traitement, en%) 

et de la prolifération des cellules HUVEC (CI50 en nM) des différents métabolites  
KOtBU : Potassium tert-butoxide (base forte), (Arico-Muendel et al., 2013) 

 

 

PPI-2458
MetAP2 : 3% ±3%

HUVEC CI50 = 0,18 nM

D-I
MetAP2 : 107% ±6%

HUVEC CI50 >30000 nM

D-II
MetAP2 : 105% ±6%

HUVEC CI50 >30000 nM

M-I
MetAP2 : 6% ±2%

HUVEC CI50 = 0,15 nM

M-II
MetAP2 : 58%

HUVEC CI50 = 3,3 nM

M-III
MetAP2 : 27%

HUVEC CI50 = 3,1 nM
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Ceci suggère donc que les chlorohydrines n‘atteignent jamais leur cible et qu‘elles sont des 

prodrogues. Afin de vérifier cette hypothèse avec la ligérine, nous avons donc réalisé une étude de 

stabilité qui devait permettre d‘évaluer si, dans les conditions de culture cellulaire employées tout au 

long des tests réalisés au cours de cette thèse (milieu RPMI + 5 % SVF dont le pH mesuré est 

légèrement alcalin (7,9)), celle-ci se dés-halogénait spontanément pour former le 6-O-

succinylfumagillol. Pour cela, ces deux molécules ont été dosées semi-quantitativement par couplage 

LC-HRMS/MS après incubation en présence ou non de milieu de culture. 

 Protocole 

La stabilité de la ligérine a été évaluée dans le milieu de culture cellulaire RPMI + 5 % SVF (pH 7,9). 

Un témoin négatif a été réalisé dans l‘eau distillée (pH 6,8). Deux témoins « milieux » (RPMI et eau 

distillée) ont été réalisés afin de soustraire le bruit de fond des analyses par spectrométrie de masse.  

Ainsi, les quatre conditions expérimentales ont été : 

- 100 µL RPMI + 5 % SVF + 10 µL H2O/EtOH 89:11  

- 100 µL RPMI + 5 % SVF + 10 µL ligérine (0,11 µg/mL dans H2O/EtOH 89:11 (v/v)) 

- 100 µL H2O + 10 µL ligérine (0,11 µg/mL dans H2O/EtOH 89:11 (v/v))  

- 100 µL H2O + 10 µL H2O/EtOH 89:11 (v/v)  

Les préparations réalisées en triplicat ont été incubées pendant 24 h à 37°C sous une atmosphère 

enrichie en 5 % CO2. De l‘acétonitrile (400 µL) a ensuite été ajouté dans les tubes qui ont alors été 

centrifugés à 3500 tr pendant 3 min. Un prélèvement de 450 µL a été effectué dans chaque tube et 

séché à 40°C sous flux d‘azote avant d‘être repris par 100 µL de MeOH (qualité ULC/MS, Biosolve 

Chimie SARL, 57260 Dieuzé, France) et filtré sur membrane de cellulose régénérée (porosité 0,45 µm, 

Sartorius StedimBiotech, Goettingen, Germany). La méthode d‘analyse par couplage HPLC-HRMS  

permettant l‘identification et la semi-quantification de la ligérine et du 6-O-succinylfumagillol est 

présentée en Annexe II (méthode analytique B). Deux contrôles supplémentaires ont été réalisés pour 

écarter tout risque d‘artéfact dû au solvant et à l‘analyse par spectrométrie de masse elle-même 

(dégradation dans la source,…), par analyse de solutions extamporanées de ligérine (0,11 µg/mL) 

dans l‘EtOH pur ou dans le mélange H2O/EtOH 89:11 (v/v). 

 

La Figure II-59 présente les abondances relatives de la ligérine et du 6-O-succinylfumagillol mesurées 

par LC-HRMS dans les différentes conditions expérimentales. Après 24 h d‘incubation dans le milieu 

RPMI, il apparaît que 97 % de la ligérine se ré-époxyde en C3 pour donner le 6-O-succinyl-fumagillol. 

En solution aqueuse, moins basique, le même phénomène est observé pour 86 % de la ligérine. De la 

même façon, les contrôles montrent que ce phénomène est instantané puisque, si elle est stable en 

solution éthanolique (on la retrouve à 99 % sous forme inchangée), 14 % de la ligérine est retrouvée 

sous forme spiro-époxyde lorsqu‘elle est analysée directement après sa mise en solution fortement 

aqueuse (H2O/EtOH 89:11 (v/v)). 
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Figure II-59 : Abondances relatives de la ligérine et du 6-O-succinylfumagillol dans les conditions 

expérimentales (témoins, milieu de culture cellulaire RPMI, solution aqueuse)  

 

Ainsi, la ligérine est une molécule peu stable en conditions aqueuses ou faiblement basiques, et on 

peut donc supposer que lors des tests réalisés sur cette molécule, ce soit toujours son métabolite qui ait 

été réellement évalué. Ceci peut être une des hypothèses permettant d‘expliquer la similitude des 

activités antiprolifératives observés pour les composés chlorés et leurs analogues spiro-époxydés. 

Cependant, un doute persiste : en effet, ce phénomène n‘expliquerait pas pourquoi l‘analogue bromé 

de la ligérine est systématiquement moins actif, quelles que soient les lignées cellulaires. Il serait donc 

intéressant de chercher la raison de cette différence d‘activités, sachant que, d‘un point de vue 

théorique, les trois analogues peuvent d‘une même façon s‘ancrer dans la poche active de la MetAP2. 

Ainsi, une première étude devrait être réalisée pour définir les différences de réactivité du carbone 

méthylénique en C7 selon ses substituants. Solubilités et stabilités devront également être comparées. 
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La souche MMS351 productrice de la ligérine s‘est avérée ne correspondre à aucune espèce connue de 

Penicillium. Des échanges avec le Pr Frisvad (DTU, Copenhague) spécialiste international reconnu de 

ce genre, nous ont confirmé qu‘il s‘agissait sans doute d‘une nouvelle espèce. Dans le but de décrire 

cette nouvelle espèce, nous avons recherché dans la mycothèque du laboratoire d‘autres souches de 

Penicillium qui en étaient proches tant d‘un point de vue phénotypique que génotypique. Trois autres 

souches ont ainsi été retenues (MMS388, MMS399 et MMS747) et étudiées sur différents critères afin 

d‘établir le profil de cette nouvelle espèce. 

 Les souches étudiées 

Les quatre souches étudiées proviennent toutes du littoral de la Loire Atlantique à l‘ouest de la 

France. Trois d‘entre elles proviennent de l‘estuaire de la Loire et une de la baie de Bourgneuf. Le 

Tableau III-1et la Figure III-1 donnent les origines exactes des prélèvements dont sont issues ces 

souches. 

 

Tableau III-1 : Origines des souches MMS351, MMS388, MMS399et MMS747 

 
 

 

Figure III-1 : Répartition géographique des prélèvements 

 

Les souches MMS388 et MMS399 proviennent du même prélèvement, mais ont été isolées 

séparément. Néanmoins, on peut penser qu‘il s‘agit d‘un double isolement d‘une même souche.  

Si ces quatre souches correspondent bien à la même espèce, on peut affirmer que celle-ci semble 

ubiquiste puisqu‘elle a été isolée dans différents écosystèmes (vaseux ou rocheux) et différents types de 

substrats (eau de mer, bivalves, sédiments). 

Souche Type d'échantillon Lieu d'origine Date de prélèvement

MMS351 Eau de mer Estuaire de la Loire (La Prée) janvier 1997

MMS388 Moules (Mytilus edulis ) Estuaire de la Loire (La Prée) janvier 1997

MMS399 Moules (Mytilus edulis ) Estuaire de la Loire (La Prée) janvier 1997

MMS747 Sédiments Baie de Bourgneuf (La Couplasse) juin 2001

La Couplasse

La Prée

Baie de 

Bourgneuf

Normoutier

Guérande

Nantes

Saint Nazaire
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Si les trois premières souches ont été toutes isolées en janvier 1997 à la Prée, c‘est quatre ans après que 

la dernière a été isolée dans un lieu différent. Ceci démontre la pérennité de cette espèce dans la zone 

considérée. 

Considérant que ces souches peuvent correspondre à une nouvelle espèce de Penicillium, peut-être 

spécifique du milieu marin, et étant donnée la zone géographique d‘où elles proviennent, à savoir 

l‘estuaire de la Loire (au sens large), nous avons choisi de la nommer Penicillium ligerum, l‘adjectif 

ligerum se rapportant au nom latin de la Loire « Liger ». 

De la même façon, la molécule bioactive isolée de la souche MMS351 a été appelée ligérine 

puisqu‘elle provenait de Penicillium ligerum nov. sp. 

Les micromycètes en général et ceux appartenant au genre Penicillium en particulier, sont très difficiles 

à identifier du fait de leur grande variabilité. Les critères utilisables pour les décrire et les classer sont 

de plusieurs ordres. Classiquement deux ont été utilisés :  

- les caractères morphologiques macro- et microscopiques 

- les caractères génotypiques basés sur la comparaison de séquences de certains gènes choisis 

Depuis quelques années un autre critère a fait son apparition : l‘étude du métabolome et la 

chimiotaxonomie.  

Les deux premiers critères pour décrire les souches étudiées, c‘est à dire les aspects phénotypiques et 

génotypiques, font l‘objet du premier et du deuxième chapitre de cette troisième partie. La description 

est ensuite complétée dans le dernierchapitre de ce mémoire par l‘étude du métabolome des souches. 

Cette étude s‘intéressera tout d‘abord aux analogues naturels de la ligérine dont les détections et 

identifications furent permises grâce à la mise en évidence en spectrométrie de masse du schéma de 

fragmentation des composés de cette série chimique. L‘isolement et la caractérisation structurale 

d‘autres métabolites venant compléter la connaissance du métabolome de l‘espèce seront ensuite 

présentés. Enfin, l‘étude déréplicative des extraits des quatre souches de P. ligerum viendra apporter 

une vision plus globale à la connaissance du métabolome de cette nouvelle espèce en cours de 

description. 
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CHAPITRE I. Etude phénotypique 

1. Observations macroscopiques 

1.1. Caractéristiques morphologiques comparées des colonies des quatre souches 

(MMS351, MMS388, MMS399 et MMS747) 

La morphologie macroscopique des souches fongiques cultivées sur le milieu DCA (Annexe II) a été 

observée après 11 jours d‘incubation à 27°C sous lumière naturelle. Dans ces conditions, le mycélium 

des quatre souches est bien développé. Les colonies sont compactes et épaisses (forme de « galette ») 

avec un mycélium de couleur blanchâtre et légèrement rosé sur le pourtour (Figure III-2A.). Les 

spores sont de couleur vertebleutée et la sporulation commence au centre et s‘étend vers la périphérie 

de la colonie (Figure III-2B.). On note également la présence sur le mycélium de gouttelettes 

d‘exsudats de couleur orange (Figure III-2C.) et une coloration rouge plus ou moins foncée du milieu 

de culture et du verso de la souche (Figure III-2D). 

 

 

Figure III-2 : Morphologie macroscopique de Penicillium ligerum 

A. Colonies, B.Sporulation, C. Gouttelettes d’exsudat, D. Verso  

 

Le Tableau III-2 donne la comparaison morphologique des quatre souches étudiées. On constate que 

les colonies se ressemblent avec quelques différences en particulier sur la production d‘une ou des 

substances qui colorent en rouge le verso de la colonie et la gélose, qui est beaucoup plus importante 

pour les souches MMS388 et MMS399. Les souches MMS351 et MMS747 sont elles-mêmes très 

proches. 

 

A. B. C. D.
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Tableau III-2 : Comparaison morphologique des quatre souches fongiques cultivées sur milieu DCA 

 

 

1.2. Comparaison de la croissance des souches MMS351 et MMS388 

La similitude constatée au niveau morphologique des souches MMS351 et 747 d‘une part, et 

MMS388 et MMS399 d‘autre part se retrouve si on effectue une comparaison de la croissance des 

quatre souches. On constate que le développement des colonies des souches MMS388 et 399 est 

beaucoup plus rapide que celui des souches MMS351 et MMS747. Pour les comparer, nous avons 

relevé les diamètres des colonies au cours de leur croissance pour les souches MMS351 et MMS388 

cultivées pendant 18 jours sur le milieu YES (Yeast Extract Saccharose). Pour la souche MMS351, le 

diamètre moyen des colonies augmente progressivement, pour atteindre un maximum de 4,7 cm à J18 

(Figure III-3A.). Les colonies ne sont alors pas confluentes. Pour la souche MMS388, le 

développement des colonies est plus rapide et plus important, le diamètre moyen atteint ainsi 6,8 cm à 

J18 (Figure III-3B). 

 

 

Figure III-3 : Colonies des souches cultivées 18 jours sur milieu YES 

A. MMS351 et B. MMS388 

 

 

 

 

Caractère MMS351 MMS388 MMS399 MMS747

Recto

Mycélium Blanchâtre Blanchâtre Blanchâtre Blanchâtre

Exsudats Gouttelettes orangées Gouttelettes orangées Gouttelettes orangées Gouttelettes orangées

Sporulation vert bleuté vert bleuté vert bleuté vert bleuté

Rougeâtre au centre Très sombre Très sombre Rougeâtre au centre

Verso

A. B.
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La Figure III-4donne les courbes de croissance correspondantes. 

 

 

Figure III-4 : Comparaison du diamètre des colonies des souches MMS351 et MMS388 

cultivées pendant 18 jours 

 

Il est intéressant de constater que la courbe de MMS351 semble asymptotique par rapport au diamètre 

de confluence des colonies qui est d‘environ 5 cm. Cela laisserait penser que les colonies de cette 

souche s‘inhiberaient dans leur croissance, ce qui les empêcherait d‘arriver à confluence dans des 

conditions normales de culture. Ce n‘est pas le cas de la souche MMS388. Il pourrait donc exister une 

différence de production d‘un ou plusieurs métabolites possédant des propriétés inhibitrices. 

D‘ailleurs, lors des opérations d‘isolement des souches fongiques à partir des échantillons marins, la 

souche MMS351 avait été particulièrement choisie car elle inhibait la pousse des autres colonies 

autour d‘elle (Figure III-5). 

 

 

Figure III-5 : La souche MMS351 

inhibant la pousse des colonies autour d’elle 
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1.3. Variabilité de la morphologie des colonies sur différents milieux (MMS351) 

Les champignons ont un métabolisme secondaire dépendant des facteurs biotiques et abiotiques de 

leur environnement. Ainsi, en laboratoire, lorsque les souches fongiques sont cultivées sur des milieux 

solides ou liquides de composition différente, une importante variabilité phénotypique est observée. 

Les quatre souches de P. ligerum ont donc été cultivées sur cinq milieux de culture différents. La 

Figure III-6 illustre les variations phénotypiques observées à J11 pour la souche MMS351 cultivée. 

 

 

Figure III-6 : Variations phénotypiques de la souche MMS351 cultivée en boîtes de Pétri  

sur 5 milieux différents. Observations macroscopiques du recto et du verso des colonies 

 

Ce phénomène montre clairement les limites de l‘utilisation de la description macroscopique simple 

pour décrire une souche. C‘est pourquoi on utilise conjointement d‘autres techniques (observation 

microscopique, génétique et métabolomique) pour décrire les espèces. 

2. Observations microscopiques 

 Protocole de la microscopie électronique à balayage  

L‘ensemencement des souches fongiques est réalisé à l‘aide d‘une suspension de conidies que l‘on 

répartit sur des grilles métalliques. Ces grilles sont ensuite déposées sur la surface des milieux gélosés 

(DCA). Après 3 jours de croissance du champignon, les grilles sont récupérées. Les échantillons sont 

fixés pendant 24 h au glutaraldéhyde 2,5% en solution tampon cacodylate 0,1 M puis déshydratés 

dans une série de bain d'éthanol de concentration croissante 30, 50, 70, 80, 90, 100, 100% (v/v) de 30 

minutes chacun. L‘éthanol est ensuite substitué par del‘héxaméthyldisilazane (HDMS) pendant 12 h 

avant le montage des échantillons sur plot. Enfin, on réalise une métallisation des échantillons à l‘or-

palladium (3 min) avant de les observer sous microscope électronique à balayage (JEOL JSM 7600F 

scanning electron microscope with field emission gun). 

 

 Résultats : comparaison microscopique de la morphologie des souches 

Pour cette étude microscopique, seules les morphologies des souches MMS351 et MM388 ont été 

étudiées ; ces deux souches constituant un exemple dans chacun des deux groupes distingués par 

l‘étude phénotypique macroscopique. 

 

YES MEA DCAPDACYA

Recto

Verso
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Figure III-7 : Observation microscopique de P. ligerum. 

A. Microscopie optique coloration rouge congo (Gx400), B. Microscopie électronique à balayage (Gx2500) 

 

Les deux souches étudiées présentent une analogie de structure lorsqu‘elles sont observées à l‘aide de 

microscopes optique et électronique. Les pénicilles sont biverticillés, symétriques et avec parfois des 

branches additionnelles (Figure III-7). Les phialides mesurent 4 à 5 µm de long. Elles sont 

cylindriques et resserrées au niveau du cou sous les conidies.  

Les ornementations des conidies évoluent durant leur développement jusqu‘à la formation de la 

conidie mature. L‘ornementation des conidies matures est constante pour une même espèce sujette à 

différents stress physiologiques ou environnementaux et peut donc servir comme critère de 

reconnaissance chez les Aspergillus et les Penicillium(Simões et al., 2013). Les conidies peuvent être 

globuleuses, ellipsoïdes ou fusoïdes et ornementées : échinulées, tuberculées, striées, réticulées, 

verruqueuses… 

Il est parfois difficile d‘observer la forme et l‘ornementation des conidies étant donné que le protocole 

de déshydratation et de fixation nécessaire pour leur observation en microscopie à balayage 

électronique, peut induire une distorsion de celles-ci et une variation de leur taille. Dans notre cas, le 

protocole permet de conserver et d‘observer la forme et l‘ornementation des conidies matures. Les 

souches étudiées présentent des conidies matures richement ornementées (Figure III-8). Les conidies 

mesurent environ 1 µM, sont globuleuses et réticulées (« pelote de laine »). 

 

 

Figure III-8 : Observations microscopiques de P. ligerumen MEB. 

A. phialides (Gx10 000) et B.conidies (Gx33 000) 

Conidies

Phialide

Métule

Monoverticillé Biverticillé Triverticillé

Hyphe

Conidies : spores asexuées formant des
chaînes

Phialide : cellule-mère fertile 

"bourgeonnant" des conidies

Conidiophore : structure formée des
phialides, de l'hyphe fertile et de ses
ramifications, entre l'hyphe végétatif

et les conidies

Métule : dernière ramification 

porteuse de cellules conidiogènes
Conidiophore

A. B.

A. B.
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3. Conclusion 

Les quatre souches fongiques ont présenté des similitudes morphologiques certaines tant d‘un point de 

vue macroscopique que microscopique. Néanmoins, deux groupes de deux souches peuvent être 

distinguées au vue des comparaisons phénotypiques regroupant ainsi MMS351 et MMS747 d‘une part 

et MMS388 et MMS399 d‘autre part.  

Bien que les champignons ont été historiquement identifiés et classés grâce à des critères 

morphologiques, les mycologues emploient aujourd‘hui en plus des outils de biologie moléculaire 

pour mieux identifier les champignons et organiser leur systématique. 
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CHAPITRE II. Etude génotypique 

Des données complémentaires étant nécessaires pour mener à bien la description de la nouvelle espèce 

P. ligerum, nous avons basé la suite de notre travail descriptif d‘un point de vue 

génotypique.L‘utilisation des empreintes génétiques générées grâce à l‘amplification aléatoire d'ADN 

polymorphe (random amplified polymorphic DNA), de l‘analyse du polymorphisme de longueur des 

fragments de restriction (RFLP restriction fragment length polymorphism) et l‘utilisation de 

différentes séquences d‘ADN sont maintenant des techniques communes que l‘on combine à 

l‘interrogation de base de données en ligne (MycoBank® (CBS, http://fr.mycobank.org), GenBank®, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). L‘analyse des séquences d‘ADN ribosomal est devenue la 

méthode la plus utilisée.  

 

Notre étude génotypique a été réalisée tout d‘abord par séquençage des espaceurs transcrits internes de 

l‘ADN ribosomal, ITS-1 et -2 (Internal Transcribed Spacer, régions non-codantes espaçant les gènes 

ribosomaux et très conservées au sein des espèces). Cependant le séquençage des régions ITS est 

considéré comme insuffisamment discriminant au niveau espèce chez Penicillium(Skouboe et al., 1999; 

Dupont et al., 1999 ). Ainsi, afin de déterminer l‘espèce avec plus de précision, une deuxième étude de 

biologie moléculaire s‘est intéressée aux séquences du gène de la β-tubuline. 

 

Les séquences ont été enregistrées dans la banque de données GenBank® sous les codes d‘accession 

indiqués dans le Tableau III-3. 

 

Tableau III-3 : Code d’accession GenBank® des séquences ITS  

et β-tubuline des quatre souches fongiques 

 

 

Les alignements ont été réalisés à l‘aide du logiciel MEGA 5®(Tamura et al., 2011). 

  

Souches ITS β-tubuline

MMS351 JN676192 JN794530

MMS388 KF953979 KF953982

MMS399 KF953980 KF953981

MMS747 JN794528 KF953978

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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 Protocole d’extraction, d’amplification et de purification de l’ADN 

a) Extraction de l’ADN à partir du matériel fongique 

Une partie d‘un champignon cultivé à 27°C en boîte de pétri est prélevée avant sporulation et déposée 

dans un microtube. Le prélèvement est ensuite lysé grâce à un tampon de lyse (50 µL) avant d‘être 

broyé au Potter électrique pendant quelques minutes. Le tampon de lyse est constitué de tampon Tris 

HCl 100 mM pH8,0, de NaCl 100 mM, EDTA 10 mM, de SDS 10%, de Sarcosyl 10% et de 

protéinase K 20 mg/mL. Du tampon de lyse (1 mL) est ajouté avant homogénéisation et incubation 2 

h à 55°C. Une solution de phénol/chloroforme/alcool isoamylique (1 mL, pH 8,2) est ajoutée et 

permet la précipitation des protéines. La mixture est agitée avant d‘être centrifugée à 13000 rpm 

pendant 30 min. Le surnageant est ensuite récupéré. De l‘isopropanol froid est ajouté (-24°C) pour la 

précipitation de l‘ADN avant de mélanger par retournement et de laisser reposer 30 min au 

congélateur.La préparation est centrifugée pendant 30 min à 13 000 rpm à 4°C. Le surnageant est jeté 

avant de reprendre le culot d‘ADN par 500 µL d‘éthanol 70° froid (-24°C). Le culot d‘ADN est 

ensuite décollé puis centrifugépendant 10 min à 13 000 rpm à 0°C. Le surnageant est alors jeté avant 

de réitérer une fois l‘étape de lavage par l‘éthanol froid. Le culot est ensuite séché puis repris par 10 µL 

d‘eau à 65°C et enfin stocké au congélateur -24°C. La quantité d‘ADN est déterminée au 

NanodropTM. 

 

b) Amplification de l’ADN 

Une solution mix PCR est tout d‘abord préparée avec 5 µL de tampon pH8,5 (Promega® GoTaq 

flexibuffer), 2 µL de MgCl2 (Promega®), 0,5 µL de dNTPs (Promega®), 0,8µL d‘amorce 1 (Sigma) 

(ITS1, bt2a,…), 0,8µL d‘amorce 2 (Sigma®) (ITS2, bt2a,…), 11,8 µL d‘eauet 0,1µL de Taq polymérase 

(Promega®). L‘ADN (4 µL, 100 ng) est ajouté dans le mix terminé. La préparation est centrifugée 

avant de l‘insérer dans le thermocycleur (Applied Biosystems®) pour 39 cycles d‘amplification 

(dénaturation de l‘ADN 3 min 95°C, dénaturation de l‘ADN 1 min 95°C, hybridation des amorces 1 

min 55°C = Tm, élongation 1 min 72°C, finalisation des élongations 7 min 72°C). 

 

c) Purification de l’ADN 

La purification de l‘ADN est réalisée à l‘aide du kit NucleoSpin® Extract II (Macherey Nagel®). Dans 

un microtube, 200 µL de solution NT sont ajoutés à 100 µL d‘ADN. La solution est placée sur le filtre 

du kit et centrifugée 1 min à 11 000 g. Une solution NT3 (600 µL) est ensuite placée sur le filtre avant 

d‘être à nouveau centrifugée 3 min à 11 000 g. Le filtre est ensuite placé sur un nouveau microtube et 

séché 10 min à l‘étuve (70°C). Sur le filtre, du tampon NE amené à 50°C (Tris/HCL, 15 à 50 µL, 5 

mM pH8,5) est déposé. Après 1 min de mise en contact, une centrifugation d‘1min à 11 000g est 

réalisée avant de jeter le filtre. 

 

Enfin ; l‘ADN est dosé au nanodrop®pour permettre de préparer une solution à 25 ng/µL qui est 

envoyée pour séquençage auprès de la société Genoscreen® (http://www.genoscreen.fr/fr/ 

genomique/sequencage-sanger). 
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1. Séquençage de la région ITS-1 

1.1. Comparaison de la région ITS-1 des quatre souches 

Le séquençage de la région ITS-1 des quatre souches a donc été réalisé et l‘alignement des séquences 

obtenues estprésenté dans la Figure III-9. 

 

 

Figure III-9 : Alignement des séquences ITS-1 des quatre souches de P. ligerum 

 

Après alignement des séquences de la région ITS-1 des quatre souches, aucune différence n‘est 

apparue.  

 MMS351          TCTGATTCACCTCCCACCCGTGTTTATTGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTCACG 60 

 MMS388          TCTGATTCACCTCCCNCCCGTGTTTATTGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTCACG 60 

 MMS399          TCTGATTCACCTCCCNCCCGTGTTTATTGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTCACG 60 

 MMS747          TCTGATTCACCTCCCNCCCGTGTTTATTGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTCACG 60 

                 *************** ******************************************** 

  

 MMS351          GCCGCCGGGGGGCATCTGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACACCTTGAACTCTGTAT 120 

 MMS388          GCCGCCGGGGGGCATCTGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACACCTTGAACTCTGTAT 120 

 MMS399          GCCGCCGGGGGGCATCTGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACACCTTGAACTCTGTAT 120 

 MMS747          GCCGCCGGGGGGCATCTGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACACCTTGAACTCTGTAT 120 

                 ************************************************************ 

  

 MMS351          GAAAATTGCAGTCTGAGTCTAAATATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTG 180 

 MMS388          GAAAATTGCAGTCTGAGTCTAAATATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTG 180 

 MMS399          GAAAATTGCAGTCTGAGTCTAAATATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTG 180 

 MMS747          GAAAATTGCAGTCTGAGTCTAAATATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTG 180 

                 ************************************************************ 

  

 MMS351          GTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCA 240 

 MMS388          GTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCA 240 

 MMS399          GTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCA 240 

 MMS747          GTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCA 240 

                 ************************************************************ 

  

 MMS351          GTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTG 300 

 MMS388          GTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTG 300 

 MMS399          GTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTG 300 

 MMS747          GTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTG 300 

                 ************************************************************ 

  

 MMS351          TCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCTCGTCCCCCTTCCCG 360 

 MMS388          TCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCTCGTCCCCCTTCCCG 360 

 MMS399          TCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCTCGTCCCCCTTCCCG 360 

 MMS747          TCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCTCGTCCCCCTTCCCG 360 

                 ************************************************************ 

  

 MMS351          GGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTT 420 

 MMS388          GGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTT 420 

 MMS399          GGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTT 420 

 MMS747          GGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTT 420 

                 ************************************************************ 

 

 MMS351          TGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCAAAACTTTTTTCCAGGT 480 

 MMS388          TGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCAAAACTTTTTTCCAGGT 480 

 MMS399          TGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCAAAACTTTTTTCCAGGT 480 

 MMS747          TGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCAAAACTTTTTTCCAGGT 480 

                 ************************************************************ 

 

 MMS351          TGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA 529 

 MMS388          TGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATC----- 524 

 MMS399          TGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATAT------ 523 

 MMS747          TGACCTCNGATCANGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATC----- 524 

                 *******.*****.*****************************   
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1.2. Positionnement dans le genre Penicillium 

L‘alignement des séquences ITS avec celles des souches référencées dans la base de données 

GenBank® (www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/) permet d‘évaluer la proximité génétique des souches par 

rapport aux espèces déjà identifiées. Les séquences ITS-1 des quatre souches de P. ligerum et d‘au 

moins une espèce par section du sous-genre Penicilliumont été alignées. 

Les séquences ITS-1 des quatre souches de P. ligerum sont proches de celles d‘espèces de la section 

Canescentia telle que P. atrovenetum, P. coraligerum, P. canescens,P. jensenii et P. jansczewskii(Figure III-10). 

http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/


PARTIE III. Penicillium ligerum:une nouvelle espèce fongique marine 

114 

 

Figure III-10 :Arbre construit à partir des analyses phylogénétiques des séquences ITS-1 des quatre souches 

de P. ligerum et d’au moins une espèce de chaque section au sein du sous genre Penicillium 
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 JX241663.1 P viridicatum

 AY373860.1 A paradoxus

 EF669707.1 A paradoxus

 KC466526.1 P lanosum

 JQ724524.1 P digitatum

 AY213679.1 P turbatum

 KF221085.1 P charlesii

 JX091418.1 P charlesii

 HQ637348.1 P janthinellum

 AF454088.1 Thysanophora penicillioides

 JN626133.1 P sclerotiorum

 JN686454.1 P sclerotiorum

 EU142895.1 P sp. aspergilloides

 KC665721.1 P citrinum

 JQ901861.1 P citrinum

 mms708 ITS

 EU427285.1 P cinnamopurpureum

 EF626950.1 P cinnamopurpureum

 EF626961.1 Eupenicillium ochrosalmoneum

 EF626958.1 Eupenicillium ochrosalmoneum

 HM037932.1 P janczewski

 DQ888732.1 P janczewski

 EU142866.1 P sp. aspergilloides

 AF033430.1 Eupenicillium lassenii

 KF313085.1 P janthinellum

 AF033444.1 Eupenicillium stolkiae

 JX841246.1 P cyaneum

 AF033427.1 P cyaneum

 mms718 ITS

 FJ914702.1 Eladia saccula

 mms417 ITS

 mms710 ITS

 AY354256.1 P restrictum

 KC427062.1 P restrictum



PARTIE III. Penicillium ligerum:une nouvelle espèce fongique marine 

115 

2. Gène de la β-tubuline 

2.1. Comparaison des séquences du gène de la β-tubuline des quatre souches 

Le séquençage du gène de la β-tubuline des quatre souches de P. ligerum et l‘alignement des séquences 

obtenues ont été réalisés (Figure III-11). 

 

 MMS351TTTTTTCGCGTCATTGGTTCACAATTTTCTGACTGGATTACAGGCAAACCATCTCCG 57 

 MMS388          TTTTTTCGCGTCATTGGTTCACAATTTTCTGACTGGATTACAGGCAAACCATCTCCG 57 

 MMS399          TTTTTTCGCGTCATTGGTTCACAATTTTCTGACTGGATTACAGGCAAACCATCTCCG 57 

 MMS747          TTTTTTCGCGTCATTGGTTCACAATTTTCTGACTGGATTACAGGCAAACCATCTCCG 57 

 ********************************************************* 

 

 MMS351          GTGAGCACGGTCTCGATGGCGATGGACAGTAAGTTCAAAGTAGGATTTCTTGTGGTGGAT 117 

 MMS388          GTGAGCACGGTCTCGATGGCGATGGACAGTAAGTTCAATGTGGGATTTCTTGTGGTGGAT 117 

 MMS399          GTGAGCACGGTCTCGATGGCGATGGACAGTAAGTTCAATGTGGGATTTCTTGTGGTGGAT 117 

 MMS747          GTGAGCACGGTCTCGATGGCGATGGACAGTAAGTTCAAAGTAGGATTTCTTGTGGTGGAT 117 

                 **************************************:**.****************** 

 

 MMS351          TGGGCAGCTGATATCTTGTTAGGTACAACGGTACCTCCGACCTCCAGCTCGAGCGCATGA 177 

 MMS388          TGGGCAGCTGATATCTTGTTAGGTACAACGGTACCTCCGACCTCCAGCTCGAGCGTATGA 177 

 MMS399          TGGGCAGCTGATATCTTGTTAGGTACAACGGTACCTCCGACCTCCAGCTCGAGCGTATGA 177 

 MMS747          TGGGCAGCTGATATCTTGTTAGGTACAACGGTACCTCCGACCTCCAGCTCGAGCGCATGA 177 

                 ******************************************************* **** 

 

 MMS351          ACGTCTACTTCAACCATGTGAGTACAATATGTTGTAATTGGCTGCTTAAGCATTATCTGA 237 

 MMS388          ACGTCTACTTCAACCATGTGAGTACAATATGTTGTAATTGGCTACTTAAGCATTATCTGA 237 

 MMS399          ACGTCTACTTCAACCATGTGAGTACAATATGTTGTAATTGGCTACTTAAGCATTATCTGA 237 

 MMS747          ACGTCTACTTCAACCATGTGAGTACAATATGTTGTAATTGGCTGCTTAAGCATTATCTGA 237 

                 *******************************************.**************** 

 

 MMS351          CTAGTATGTTTTGACCCCTCAGGCCCACGGTGACAAGTATGTTCCCCGTGCCGTTCTCGT 397 

 MMS388          CTAGTATGTTTTGACCCCTCAGGCCCACGGTGACAAGTACGTTCCCCGTGCCGTTCTTGT 297 

 MMS399          CTAGCATGTTTTGACCCCTCAGGCCCACGGTGACAAGTACGTTCCCCGTGCCGTTCTTGT 297 

 MMS747          CTAGTATGTTTTGACCCCTCAGGCCCACGGTGACAAGTATGTTCCCCGTGCCGTTCTCGT 297 

                 **** ********************************** ***************** ** 

 

 MMS351          CGACTTGGAGCCCGGCACCATGGACGCTGTCCGCTCCGGTCCTTTCGGCAAGCTTTTCCG 357 

 MMS388          CGACTTGGAGCCCGGTACCATGGACGCTGTCCGCTCCGGTCCTTTCGGCAAGCTTTTCCG 357 

 MMS399          CGACTTGGAGCCCGGTACCATGGACGCTGTCCGCTCCGGTCCTTTCGGCAAGCTTTTCCG 357 

 MMS747          CGACTTGGAGCCCGGCACCATGGACGCTGTCCGCTCCGGTCCTTTCGGCAAGCTTTTCCG 357 

                 *************** ******************************************** 

 

 MMS351          CCCCGACAACTTCGTCTTCGGTCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACT- 416 

 MMS388          CCCCGACAACTTCGTCTTCGGTCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCA--- 414 

 MMS399          CCCCGACAACTTCGTCTTCGGTCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTA 417 

 MMS747          CCCCGACAACTTCGTCTTCGGTCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCAC-- 415 

                 *********************************************************    
 

Figure III-11 : Alignement des séquences de la β-tubulinedes quatre souches de P. ligerum 

 

Quelques différences sont à noter entre les séquences des β-tubulinesdes souches MMS351 et 

MMS747 d‘une part et des souches MMS388 et MM399 d‘autre part (distances calculées par le 

logiciel MEGA 5 (Tamura et al., 2011) et présentées dans le Tableau III-4. Cependant, la distance 

entre ces deux groupes de deux souches reste très faible et s‘élève à 0,02. 

Tableau III-4 : Distance entre les séquences de la β-tubuline des quatre souches 

 

MMS351 MMS747 MMS388 MMS399

MMS351

MMS747 0,000

MMS388 0,017 0,017

MMS399 0,020 0,020 0,002
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2.2. Positionnement dans le genre Penicillium 

Tout comme pour les analyses phylogénétiques réalisées avec les séquences ITS1, des tests 

d‘alignement des séquences du gène de la β-tubuline des quatre souches avec les séquences d‘au moins 

une espèce de chaque section du sous genre Penicillium (données GenBank®) ont été réalisés.Un arbre 

phylogénique a pu être obtenu (Figure III-12).Les résultats indiquent que cette espèce appartient 

certainement à la section Canescentia du sous-genre Penicillium. 

 

Figure III-12 : Arbre construit à partir des analyses phylogénétiques des séquences de la β-tubuline des 

quatre souches de P. ligerum et d’au moins une espèce de chaque section au sein du sous genre Penicillium 
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3. Conclusion 

Les études génotypiques réalisées suite aux séquençages des régions ITS1 et du gène de la β-tubuline 

ont tout d‘abord permis de démontrer la proximité génétique certaine des quatre souches étudiées 

même si comme observé lors de l‘étude phénotypique : deux couples de souches sont distingués : 

MMS351 et MMS747 d‘une part et MMS388 et MMS399 d‘autre part. 

D‘un point de vue taxonomique, il apparait clairement que cette espèce appartiendrait à la section 

Canescentia du sous genre Penicillium et serait proche des espèces P. canescensetP. janszewskii.  

Un dernier critère descriptif faisant appel à l‘étude du métabolome et à la chimiotaxonomie a ensuite 

été sollicité pour pousuivrela description decette nouvelle espèce fongique. Cette espèce étant tout 

d‘abord connue comme productrice de ligérine, la recherche d‘analogues naturels de ce 

mérosesquiterpène sera tout d‘abord présentée avant de s‘intéresser à la purification et à 

l‘identification de métabolites majoritaires et enfin à la description globale du métabolome secondaire 

grâce à l‘étude déréplicative des extraits fongiques des quatre souches appartenant à cette nouvelle 

espèce. 
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CHAPITRE III. Etude chimiotypique : 

Métabolome de Penicillium ligerum 

1. Recherche d’analogues naturels de la ligérine  

Afin d‘initier l‘étude du métabolome de cette nouvelle espèce et étant donné que la ligérine est le 

composé lead à l‘origine du travail de cette thèse, nous nous sommes en premier lieu interrogés sur la 

production par Penicillium ligerum d‘analogues naturels de ce composé. Afin de rechercher ces 

composés, différentes méthodes ont été envisagées, dans un but de simplification des manipulations, 

d‘efficacité et de rapidité. Ainsi, la déréplication par HPLC-HRMS/MS des extraits de cultures 

devrait permettre, sur la base de la modélisation des fragmentations de la ligérine et de ses analogues 

connus, de détecter précocement des analogues structuraux nouveaux. 

1.1. Développement d’un modèle de fragmentation en spectrométrie de masse de la série 

chimique de la ligérine 

1.1.1. Analyse des fragmentations de la ligérine 

La ligérine a été analysée de plusieurs manières afin d‘en obtenir un profil MS complet : par injection 

directe dans le spectromètre (perfusion) ou par couplage HPLC-MS. Ces analyses ont été réalisées en 

haute résolution sur un spectromètre de masse hybride constitué d‘une source ESI, d‘une trappe 

ionique et d‘un détecteur à temps de vol (IT-TOF, Shimadzu). En HPLC-HRMS en mode 

d‘ionisation positive, la ligérine est observable sous trois formes ioniques en équilibre : les ions 

[M+Na]+ (m/z 441,1661), [M+H]+ (m/z 419,1859) et l‘ion déshydraté [M-H2O+H]+ (m/z 401,1751) 

(Figure III-13). 

 

 

Figure III-13 : Spectre de masse haute résolution de la ligérine en LC-MS. 

 

Le profil isotopique est caractéristique de la présence d‘un atome de chlore (Figure III-14). En effet, 

on observe une abondance relative de l‘isotope M+2, 1/3 plus importante que l‘abondance de 

l‘isotope M. Ceci s‘explique du fait de l‘abondance terrestre du 37Cl qui est de 24,22% face au 35Cl 

dont l‘abondance est de 75,7%. 
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Figure III-14 : Profil isotopique de l’ion [M+H]+ de la ligérine 

 

Les fragmentationsMS2des ions [M+H]+ et [M+Na]+ de la ligérine conduisent à des résultats 

différents (Figure III-15 et Figure III-16). 

La fragmentation de l‘ion [M+H]+ est expliquée par quatre pertes possibles observées séparément ou 

en combinaison : -H2O (18,0106 u), -HOCH3 (32,0262 u), -C4H6O4 (118,0266 u) et -HCl (35,9767 u). 

Dans ce cas la perte de l‘atome de chlore n‘intervient que dans les fragments les plus petits où elle 

accompagne la perte des autres groupements (Figure III-15). 

La fragmentation de l‘ion [M+Na]+ diffère par une perte quasi-systématique du chlore dans tous les 

fragments et la coupure possible de la fonction ester du succinyle (-C4H4O3). 

 

 

Figure III-15 : Spectre de masse MS2 de la ligérine [M+H]+ en HRMS 

 

Figure III-16 : Spectre de masse MS2 de la ligérine [M+Na]+ en HRMS 
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1.1.2. Comparaison de la fragmentation HRMS/MS de la ligérine et de la fumagilline 

Une analyse HRMS/MS comparativede la fragmentation des ions [M+H]+ ou [M+Na]+de la ligérine 

et de la fumagilline a été réalisée(Figure III-17). Celle-ci a permis de distinguer un certain nombre de 

fragments communs correspondant au noyau sesquiterpénique des deux molécules. 

Lorsque ces molécules sont sous la forme [M+Na]+, les ions fils communs sont ceux qui ont un m/z 

de 255,1361 [C15H20O2+Na]+, 257,1518 [C16H24O3+Na]+, 287,1634 [C16H24O3+Na]+ et de m/z 

305,1745 [C16H26O4+Na]+.Lorsque ces molécules sont sous la forme [M+H]+, les ions fils communs 

sont ceux qui ont un m/z de 187,1487 [C14H18+H]+, 197,1330 [C15H16+H]+et 215,1436 [C15H18O+H]+. 

Ces ions fils sont aussi parfois observés dans la fragmentation des ions parents [M+Na]+, mais de 

manière non systématique. 

Les deux pools d‘ions fils constituent des fragments caractéristiques du squelette de base de la série 

chimique étudiée et leurs structures théoriques sont présentées dans le Tableau III-5 et le Tableau III-6. 

L‘ensemble de ces sept ions correspondent aux ions diagnostiques pour la recherche du noyau de base 

des analogues de la ligérine. 
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L‘analyse a aussi mis en exergue la présence d‘ions fils de m/z très proches (FigureIII-18). La ligérine 

sous la forme ionique [M+H]+ présente un fragment avec un m/z251,1180 correspondant à l‘ion 

[C15H19OCl+H]+ tandis que pour l‘ion [M+H] + de la fumagilline, l‘ion fils observé présente 

unm/zde251,1642 correspondant à l‘ion [C15H22O3+H]+. Cette différence très faible s‘explique par la 

perte de 2 molécules d‘eau correspondant précisément à une perte de 36,0212 u dans un cas et par la 

perte d‘HCl (35,9767 u) dans l‘autre cas. Ainsi, ces ions voisins sont distinctifs de la présence 

d‘analogues chlorés en C7 par rapport aux analogues époxydés en C3. L‘utilisation de la 

spectrométrie de masse haute résolution prend alors ici tout son sens. 

 

 

FigureIII-18 : Exemple de deux ions fils de m/z très proches 

 

Un deuxième couple d‘ions fils voisins est observé avec les ions de m/z de 233,1092 ([C15H17Cl+H]+, 

ion fils de la ligérine) et 233,1536 ([C15H20O2+H]+, ion fils de la fumagilline) (Tableau III-7). 

Tableau III-7 : Ions voisins distinguant les analogues chlorés en C7 des analogues spiro-epoxydés en C3 

 

 

Ces quatre ions caractéristiques de la présence d‘un chlore en position 7 ou un spiro-époxyde en 

position 3 seront utilisés comme des ions diagnostiques pour cette partie de la molécule. 

A l‘aide de ces données, la recherche dans les extraits fongiques de la présence de molécules 

présentant ce squelette peut être envisagée.L‘analyse métabolomique se base alors sur la recherche 

dans les extraits bruts en LC-ESI-HRMS/MS des ions diagnostiques. Les substituants sont ensuite 

déduits des observations des pertes de neutre (Figure III-19). 
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Figure III-19 : Pertes de neutre (NL : neutral loss) observées séparément ou en combinaison 

dans les spectres MS/MS de la ligérine et de la fumagilline 

 

1.1.3. Mise en place de la démarche de recherche d’analogues naturels de ligérine au 

sein d’un extrait brut fongique 

La démarche permettant la recherche des analogues de cette série est présentée dans laFigure III-20. 

L‘extrait fongique est dans un premier temps soumis à une analyse LC-UV/DAD-HRMS/MS 

(Annexe II) permettant d‘obtenir un chromatogramme enrichi des données spectrales UV, HRMS et 

MS/MS. Les données de fragmentations sont alors analysées via les outils du logiciel LabSolution® 

(Shimadzu®). La première étape consiste à rechercher les ions diagnostiques dans les profils MS/MS 

des ions fragmentés au cours de l‘analyse. La présence de plusieurs des ions diagnostiques dans le 

profil de fragmentation d‘une même molécule sous ses formes ioniques [M+H]+ et [M+Na]+, permet 

de repérer les molécules appartenant à la série ligérine. Etant donné que les fragmentations diffèrent 

en fonction de la forme ionique de l‘ion parent, il est aisé d‘en déduire de manière certaine la nature 

de son adduit et donc, la masse exacte de l‘analogue en cours d‘identification. L‘utilisation de l‘outil 

Formula Predictor® (Shimadzu®) prenant en compte la masse exacte, le profil isotopique et les ions 

fils majoritaires, permet ensuite de prédire la ou les formules brutes les plus probables. L‘observation 

du profil isotopique et la détection dans le profil MS/MS, des ions diagnostiques distinctifs des 

molécules chlorées ou spiro-époxydées, permet de statuer sur la nature du substituant en C3. 

L‘interrogation en parallèle de la base de données contenant les masses exactes et les formules brutes 

des analogues naturels connus (présentée dans le Tableau II-1 de la partie bibliographique sur la 

fumagillineet ses analogues, p28) peut permettre de formuler une hypothèse structurale. Dans le cas 

de molécules non présentes dans cette liste de molécules, l‘outil Formula Predictor est appliqué pour 

obtenir les formules brutes des pertes de neutre observées afin d‘en déduire la nature des substituants 

du noyau sesquiterpène. Les données UV quant à elles ne sont pas à négliger puisque bien que la 

ligérine ne présente pas de chromophore suffisamment important pour permettre l‘observation d‘un 

spectre UV-visible, la fumagilline par contre possède une chaîne latérale suffisamment insaturée pour 
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absorber dans l‘UV-visible. Il faut remarquer que cette méthode ne permet pas de finaliser 

l‘identification puisque la structure exacte des substituants et leur positionnement sur le cycle 

cyclohexane peut s‘avérer difficile à déterminer. Seul un isolement de la molécule suivi d‘une étude 

structurale complète pourra donner la formule développée finale et sa stéréochimie. 

 

 

Figure III-20 : Démarche permettant la recherche des analogues de la série ligérine-fumagillol 

 

1.1.4. Illustration détaillée de la démarche de recherche des analogues : Identification 

du composé LIG-494 

Pour illustrer la démarche de recherche des analogues de la ligérine au sein d‘un mélange complexe tel 

qu‘un extrait brut ou une fraction, nous détaillons ici l‘identification de l‘analogue LIG-494. Ce 

composé est présent dans une fraction (8a) obtenue précédemment par Marieke Vansteelandt lors du 

fractionnement chromatographique d‘un extrait massif de la souche MMS351. Les identifications des 

autres analogues ne seront pas détaillées mais ont suivi le même protocole expérimental.  

Suite à l‘analyse LC-UV/DAD-HRMS/MS de la fraction 8a, la recherche de chacun des ions 

diagnostiques a été effectuée. Le groupement d‘ions présent au temps de rétention de 27,9 min a été 

sélectionné et a fait l‘objet d‘une étude plus approfondie. En effet, à ce temps de rétention, on observe 

un pic moléculaire contenant trois ions majoritaires de m/z 477,2076, 495,2173 et 517,1983 dont les 

fragmentations engendrent la formation de plusieurs de nos ions diagnostiques (Figure III-21A.). La 
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fragmentation de l‘ion parent 495,2173 génère les ions diagnostiques 197,1349 et 215,1435 et l‘ion 

parent 517,1983 se fragmente entre autre en quatre ions de m/z de 255,1369, 257,1511, 287,1639 et 

305,1759 caractéristiques du noyau sesquiterpène des analogues sous la forme [M+Na]+ (Figure 

III-22). On constate donc en observant les fragmentationset en calculant l‘écart entre les m/z que les 

trois ions observés correspondent à une seule molécule sous les formes ioniques [M-H2O+H]+ pour 

l‘ion de m/z 477,2076, [M+H]+ pour l‘ion de m/z 495,2173 et [M+Na]+ pour l‘ion de m/z 517,1983. 

Le profil isotopique interpelle puisqu‘il semble caractéristique de la présence d‘un atome de chlore 

(Figure III-21B.). De plus, parmi les fragments de l‘ion [M+H]+, on repère les ions spécifiques des 

analogues chlorés avec les ions de m/z de 233,1071 et 251,1214. Nous avons donc à ce temps de 

rétention, la présence d‘une molécule appartenant à la série chlorée des analogues sesquiterpéniques 

de la ligérine. Comme la masse moléculaire de cette molécule est d‘environ 494 Da, dans la suite nous 

le nommerons LIG-494. 

 

 

Figure III-21 : Données HRMS du composé LIG-494. 

A. Spectre HRMS. B. Profil isotopique de l’ion [M+H]+ 
 

 

Figure III-22 : Spectres de fragmentation HRMS/MS du composé LIG-494 

A. l’ion parent est sous la forme [M+Na]+ B. l’ion parent est sous la forme [M+H]+ 

les ions entourés en rose et en orange sont les ions fils diagnostiques du noyau  

et ceux en vert sont spécifiques de la série chimique chlorée 
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A ce stade, les analysesmènent à la prédiction de deux formules brutes les plus probables : 

C19H39O12Cl et C26H35O7Cl pour lesquels les résultats sont présentés dans leTableau III-8. Pour chaque 

formule brute, sont données les valeurs de m/z mesurées et théoriques pour chaque forme ionique 

étudiée ainsi que la différence (∆ppm) entre ces valeurs mesurées et calculées. L‘Iso Score correspond 

quant à lui au pourcentage de similitude entre le profil isotopique observé pour un ion donné et celui 

calculé à partir de la formule brute correspondante. 

 

Tableau III-8 : Prédiction de la formule brute du composé LIG-494 

 

 

Par ailleurs, le spectre UV de cette molécule est similaire à celui de la fumagilline (FigureIII-23). 

 

 

FigureIII-23 : Spectre UV-visible comparatif de la fumagilline (trait pointillé) et 

du composé FUM-494 (trait plein) 

 

Si l‘on s‘intéresse à la fragmentation de l‘ion protoné de m/z 495,2173 et notamment aux pertes de 

neutre, nous repérons aussi la perte de neutre de 194,057 u qui correspond à la chaîne acide 2.4.6.8-

decatetraenedioïque de la fumagilline (Figure III-24). A partir de là, les autres pertes de neutre 

s‘expliquent facilement par les pertes uniques ou combinées de l‘époxyde et/ou de l‘hydroxyle ainsi 

que du méthoxyle, du chlore et de la chaîne acide de la molécule. En conclusion, la synthèse de ces 

données nous mène à l‘identification probable du composé LIG-494 comme étant la 7-chloro-

fumagilline dont la formule brute C26H35O7Cl faisait bien partie des prédictions. 
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Figure III-24 : Spectre HRMS/MS du composé LIG-494 pour lequel la fragmentation est expliquée 

 

1.2. Recherche de dérivés naturels de la ligérinedans l’extrait de la souche MMS351 

cultivée sur milieu YES 

Grâce à l‘établissement du modèle de fragmentation de la série ligérine, on peut à présent rechercher 

de manière efficace ses analogues présents dans les extraits brutsde Penicillium ligerumet tout d‘abord 

sur la souche initiale ayant permis l‘isolement de la ligérine : MMS351.L‘extrait EB-351-YES obtenu 

après culture de la souche MMS351 a fait l‘objet d‘une analyse standard LC-UV/DAD-HRMS/MS. 

Le traitement des données a été réalisé selon le protocole décrit précédemment pour LIG-494. 

1.2.1. Analogues naturels identifiés 

L‘étude des données obtenues en LC-HRMS/MS de l‘extrait EB-351-YES a confirmé la présence 

d‘un ensemble d‘analogues de cette série de sesquiterpène (Tableau III-10). Ainsi, la ligérine a tout 

d‘abord été repérée sous la forme [M+H]+ de m/z419,1856 (Δppm=5,96) et [M+Na]+ de m/z 441,1694 

(Δppm=9,75)au temps de rétention (tR) de 22,2 min. On détecte ensuite aisément la présence de trois 

des analogues naturels déjà décrits dans la littérature : la fumagilline, le fumagillol et le composé RK-

95113. La fumagilline est observée à un temps de rétention de 26,3 min sous la forme [M+H]+ de m/z 

459,2402(Δppm=5,44) et [M+Na]+ avec l‘ion m/z 481,2247 (Δppm=10,39). Le spectre MS/MS de la 

molécule ainsi que son spectre UV-visible correspondent à ceux observés auparavant. Le fumagillol 

est détecté à 19,3 min sous les formes ioniques [M+H]+pour l‘ion de m/z 283,1904 (Δppm=0) et 

[M+Na]+avec un m/z de 305,1758 (Δppm=11,47). Le RK-95113 quant à lui est observable à 31,2 min 

avec les ions 425,2319 ((Δppm=4,94), [M+Na]+) et 403,2506 ((Δppm=6,70), [M+H]+). Trois autres 

analogues ont ensuite été identifiés comme correspondant aux analogues chlorés de ces trois 

composés. La présence du 7-chloro-fumagillol, de la 7-chloro-fumagilline et du 7-chloro-RK-95113 a 

été détectée respectivement aux tRde 20,9 min, 28,1 min et 33,5 min. Enfin, la souche MMS351 

semble produire du 6-O-succinyl-fumagillol, l‘analogue 3,7-epoxy de la ligérine qui a été mise en 

évidence au tRde 20,6 min sous la forme [M+H]+pour l‘ion de m/z 383,2066 (Δppm=0,52) et 

[M+Na]+pour unm/zde 405,1896 (Δppm=2,96). 

∆ m/Z 50,033 = HOCH3+H2O
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On constate que la plupart des analogues s‘ionisent préférablement sous la forme [M+Na]+ et que des 

couples d‘analogues chlorés et non chlorés sont systématiquement présents. Il est intéressant de noter 

qu‘un écart constant d‘environ 1,8 min est observé entre la molécule chlorée et son analogue 

présentant le spiro-époxyde, ce dernier étant moins retenu sur la colonne (Figure III-25). Cette 

différence constante pourrait être un critère supplémentaire utilisable dans la recherche des couples 

chlorés/non chlorés et est un argument pour la confirmation des hypothèses structurales émises pour 

les nouveaux analogues. 
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Figure III-25 : Chromatogramme LC-HRMS de l’extrait EB-351-YES (BPC) ainsi que les 

chromatogrammes extraits des ions [M+Na]+de la ligérine et de ses analogues 
(avec un facteur 5 pour les chromatogrammes des composés 3, 4, 5 et 7)  

 

Parmi les molécules observées, le fumagillol, la fumagilline et le RK-95113 sont des molécules 

naturelles connues qui ont été isolées de divers micromycètes. La fumagilline a été la première isolée 

dans cette série, en 1949, d‘un extrait d‘Aspergillus fumigatus (Hanson et Eble, 1949). Beaucoup 

d‘analogues naturels de cette série sont décrits comme produits par Aspergillus fumigatus comme par 

exemple le RK-95113 (Asami et al., 2006). Le fumagillol a quant à lui été décrit pour la première fois 

en 1988 comme produit par Penicillium jensenii (Hatanaka et al., 1988). Les synthèses du 6-O-succinyl-

fumagillol ainsi que du 7-chloro-fumagillol sont décrits dans la littérature mais l‘observation de ces 

composés dans le métabolome d‘un organisme vivant constitue une première description. Les 

molécules 7-chloro-RK-95113 et 7-chloro-fumagilline sont quant à elles des molécules originales dont 

la purification pourrait être envisagée. 

1.2.2. Analogues naturels dont la structure reste non totalement élucidée 

Treize autres composés appartenant à cette famille de sesquiterpène (6 pour la série époxydée et 5 de 

leurs analogues appartenant à la série chlorée) ont également été détectés mais leur identification n‘a 

pas pu être finalisée (Tableau III-11). En effet les données de fragmentation MS/MS permettent de 

déduire la formule brute des substituants du noyau sesquiterpène, mais pas d‘accéder à leur structure 

exacte ni à leur positionnement sur le cycle cyclohexane. Leur purification est nécessaire afin de les 

décrire avec précision. 

1. Fumagillol
2. 6-O-succinyl-fumagillol
3. Fumagilline
4. RK-95113
5. 7-chloro-fumagillol
6. Ligérine
7. 7-chloro-fumagilline
8. 7-chloro-RK-95113
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1.3. Validation de la méthode de recherche et d’identification de dérivés naturels de la 

ligérine 

La ligérine et quatre analogues ayant pu être synthétisés (cf. p66-75), nous les avons analysés en 

HPLC-UV/DAD-MS/MS afin de confirmer leur identification au sein du métabolome de la souche 

MMS351 et ainsi, valider notre méthode de recherche de ces composés. Les composés : fumagillol, 6-

O-succinyl-fumagillol, 7-chloro-fumagillol, ligérine et fumagilline (10 µg/mL dans du MeOH) ont été 

mélangés et analysés (Annexe II, méthode analytique A).Les données analytiques recueillies (tR, profil 

isotopique, spectres UV, MS, MS/MS) sont similaires à celles observées auparavant, confirmant les 

résultats d‘identification de ces composés au sein du métabolome de la souche MMS351. Cette 

analyse valide donc la robustesse de notre modèle de recherche d‘analogues de la ligérine. 

1.4. Automatisation de la méthode de recherche 

La procédure de recherche manuelle des ions diagnostiques étant chronophage, son automatisation a 

été développée grâce à des outils utilisantdes scripts dans le langage R (Team, 2013). Suite à l‘analyse 

LC-HRMS/MS d‘un extrait, la recherche des ions diagnostiques se fait alors en mode automatique. 

L‘algorithme comprend les étapes suivantes : 

1. Regroupement des différents adduits d‘une même molécule dans une liste appelée pcgroup 

avec R xcms et camera (Smith et al., 2006; Tautenhahn et al., 2008; Benton et al., 2010; Kuhl et al., 

2011) (Figure III-26). 

 

 

Figure III-26 : Exemple de traitement de données LC-MS avec R (étape 1) 

 

2. Calcul du spectre de masse MS/MS moyen pour l‘ion le plus intense de chaque pcgroup à 

partir de toutes les acquisitions lui correspondant. 

3. Recherche dans ces spectres MS/MS, des ions diagnostiques sur la base de leur m/z 

4. Création d‘une liste des pcgroup comprenant cet ion fils d‘intérêt 

5. Création d‘un chromatogramme filtré ne contenant que les chromatogrammes extraits de 

l‘ion majoritaire des pcgroup sélectionnés (Figure III-27). 

 

mzmed rtmed (s) Intensity

319,1197 1164 999 361     

341,1027 1164 299 518     

383,2066 1236 738 812     

405,1896 1236 1 148 171  

365,1961 1236 558 616     

353,0804 1272 1 762 146  

375,0634 1272 736 621     

391,0343 1272 378 214     

419,1856 1332 416 732     

441,1686 1332 1 546 746  

401,1751 1332 257 711     

457,1395 1332 203 553     

459,2411 1578 623 656     

481,2266 1578 946 746     

mzmed rtmed (s) Intensity adduct

319,1197 1164 999 361     [M+H]+ 

341,1027 1164 299 518     [M+Na]+ 

383,2066 1236 738 812     [M+H]+

405,1896 1236 1 148 171  [M+Na]+ 

365,1961 1236 558 616     [M+H-H2O]+

353,0804 1272 1 762 146  [M+H]+ 

375,0634 1272 736 621     [M+Na]+ 

391,0343 1272 378 214     [M+K]+ 

419,1856 1332 416 732     [M+H]+ 

441,1686 1332 1 546 746  [M+Na]+ 

401,1751 1332 257 711     [M+H-H2O]+

457,1395 1332 203 553     [M+K]+ 

459,2411 1578 623 656     [M+H]+ 

481,2266 1578 946 746     [M+Na]+ 

Données brutes Ions annotés Ions annotés d’une même molécule regroupés

Annotation
R CAMERA

Regroupement
R CAMERA

mzmed rtmed (s) Intensity adduct pcgroup

319,1197 1164 999 361     [M+H]+ 1

341,1027 1164 299 518     [M+Na]+ 1

365,1961 1236 558 616     [M+H-H2O]+ 2

383,2066 1236 738 812     [M+H]+ 2

405,1896 1236 1 148 171  [M+Na]+ 2

353,0804 1272 1 762 146  [M+H]+ 3

375,0634 1272 736 621     [M+Na]+ 3

391,0343 1272 378 214     [M+K]+ 3

401,1751 1332 257 711     [M+H-H2O]+ 4

419,1856 1332 416 732     [M+H]+ 4

441,1686 1332 1 546 746  [M+Na]+ 4

457,1395 1332 203 553     [M+K]+ 4

459,2411 1578 623 656     [M+H]+ 5

481,2266 1578 946 746     [M+Na]+ 5
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Figure III-27 : Exemple de traitement de données LC-MS avec R (étapes 3, 4 et 5) 

Les étapes 3 et 4 sont itérées pour chaque ion diagnostique. Les molécules ayant dans leurs fragments 

MS/MS au moins deux ions diagnostiques sont considérées comme pouvant appartenir à la série 

fumagillol-ligérine. Les analogues sont ensuite identifiés en considérant leur masse exacte, leur 

formule brute, leur profil isotopique, leur temps de rétention, leur spectre UV et les pertes de neutre 

engendrées lors de la fragmentation MS/MS (Figure III-28). 

 

Figure III-28 : Exemple de traitement de données LC-MS avec R (étapes 3 et 4 réitérées  

et finalisation de l’identification) 

Ions annotés d’une même molécule regroupés

Recherche d’un ion 
diagnostique 

R MSMS

Ions parents ayant un ion diagnostique dans leur profil MS/MS

Ion diagnostique 287,163

mzmed rtmed (s) Intensity adduct pcgroup MS2

405,1896 1236 1 148 171  [M+Na]+ 2 287,1638

441,1686 1332 1 546 746  [M+Na]+ 4 287,163

481,2266 1578 946 746     [M+Na]+ 5 287,165

Chromatogrammes extraits des ions présentant dans leur fragmentation l’ion 
diagnostique de m/z 287,163 (script R)

mzmed rtmed (s) Intensity adduct pcgroup

319,1197 1164 999 361     [M+H]+ 1

341,1027 1164 299 518     [M+Na]+ 1

365,1961 1236 558 616     [M+H-H2O]+ 2

383,2066 1236 738 812     [M+H]+ 2

405,1896 1236 1 148 171  [M+Na]+ 2

353,0804 1272 1 762 146  [M+H]+ 3

375,0634 1272 736 621     [M+Na]+ 3

391,0343 1272 378 214     [M+K]+ 3

401,1751 1332 257 711     [M+H-H2O]+ 4

419,1856 1332 416 732     [M+H]+ 4

441,1686 1332 1 546 746  [M+Na]+ 4

457,1395 1332 203 553     [M+K]+ 4

459,2411 1578 623 656     [M+H]+ 5

481,2266 1578 946 746     [M+Na]+ 5

Ions annotés d’une même molécule regroupés

Recherche des ions 
diagnostiques 

Ions parents ayant un ion diagnostique dans leur profil MS/MS

Sélection de potentiels 
analogues de ligérine

Ion diagnostique 287,163

mzmed rtmed (s) Intensity adduct pcgroup MS2

405,1896 1236 1 148 171  [M+Na]+ 2 287,1638

441,1686 1332 1 546 746  [M+Na]+ 4 287,163

481,2266 1578 946 746     [M+Na]+ 5 287,165

Ion diagnostique 215,143

mzmed rtmed (s) Intensity adduct pcgroup MS2

383,2066 1236 738 812     [M+H]+ 2 215,1431

419,1856 1332 416 732     [M+H]+ 4 215,1431

459,2411 1578 623 656     [M+H]+ 5 215,1449

Identification
Base de données 

tR, spectre UV-visible, profil 
MS/MS, pertes de neutre

Pcgroup sélectionnés = potentiels analogues de ligérine

6-O-succinyl-fumagillol

O

O

O

O

OH

O

O

Identification

Identification

Ligérine

Fumagilline

mzmed rtmed (s) Intensity adduct pcgroup

319,1197 1164 999 361     [M+H]+ 1

341,1027 1164 299 518     [M+Na]+ 1

365,1961 1236 558 616     [M+H-H2O]+ 2

383,2066 1236 738 812     [M+H]+ 2

405,1896 1236 1 148 171  [M+Na]+ 2

353,0804 1272 1 762 146  [M+H]+ 3

375,0634 1272 736 621     [M+Na]+ 3

391,0343 1272 378 214     [M+K]+ 3

401,1751 1332 257 711     [M+H-H2O]+ 4

419,1856 1332 416 732     [M+H]+ 4

441,1686 1332 1 546 746  [M+Na]+ 4

457,1395 1332 203 553     [M+K]+ 4

459,2411 1578 623 656     [M+H]+ 5

481,2266 1578 946 746     [M+Na]+ 5

mzmed rtmed (s) Intensity adduct pcgroup

319,1197 1164 999 361     [M+H]+ 1

341,1027 1164 299 518     [M+Na]+ 1

365,1961 1236 558 616     [M+H-H2O]+ 2

383,2066 1236 738 812     [M+H]+ 2

405,1896 1236 1 148 171  [M+Na]+ 2

353,0804 1272 1 762 146  [M+H]+ 3

375,0634 1272 736 621     [M+Na]+ 3

391,0343 1272 378 214     [M+K]+ 3

401,1751 1332 257 711     [M+H-H2O]+ 4

419,1856 1332 416 732     [M+H]+ 4

441,1686 1332 1 546 746  [M+Na]+ 4

457,1395 1332 203 553     [M+K]+ 4

459,2411 1578 623 656     [M+H]+ 5

481,2266 1578 946 746     [M+Na]+ 5
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Les composés qui ont déjà fait l‘objet d‘analyse LC-UV/DAD-HRMS/MS sont facilement 

identifiables grâce à l‘interrogation de la base de donnée générée au laboratoire et pris en charge par le 

logiciel LabSolution (Shimadzu®, Kyoto, Japon). Par ailleurs l‘utilisation du logiciel MetID 

(Shimadzu®, Kyoto, Japon) permet aussi de rechercher rapidement au sein d‘une analyse LC-HRMS 

d‘un extrait brut, les ions pouvant correspondre à une molécule dont on a enregistré la formule brute. 

Ainsi, la création d‘une base de données comprenant les noms et les formules brutes des analogues de 

ligérine détectés, identifiés ou non, a été créée. Elle permet de rechercher grâce au logiciel MetID la 

présence potentielle de ces analogues au sein d‘extraits fongiques. Cependant, n‘étant basé que sur la 

formule brute et donc la masse exacte des molécules, cette recherche ne permet que d‘effectuer une 

première sélection. La comparaison des temps de rétention et des spectres de fragmentation MS/MS 

permet de valider l‘identification des ions extraits. 

 

 

Figure III-29 : Schéma décisionnel de la recherche automatisée d’analogues de ligérine  

 

1.5. Application : Recherche des analogues naturels de la ligérine dans les extraits des 

souches de P. ligerum 

Le protocole et les modèles développés ont été appliqués à la recherche d‘analogues de la ligérine dans 

les extraits de différentes souches de P. ligerum disponibles dans la mycothèque du laboratoire. 

La souche MMS747 produit de la ligérine et 18 de ses analogues, tous décrits auparavant au sein de 

l‘extrait de la souche MMS351 cultivée sur milieu YES. On retrouve alors les 7 analogues totalement 

identifiés (Figure III-30) ainsi que les 11 analogues LIG-XXX dont les structures ne sont pas 

élucidées.  

Base de données des 
analogues détectés

R

1/ Formation des pcgroup

2/ Calcul du spectre MS/MS moyen

3/ Recherche d’un ion diagnostique

4/ Liste d’analogues putatifs non identifiés

5/ Chromatogramme filtré

6/ Identification

Autre ion 
diagnostique

MetID

Analyse HPLC-UV/DAD-HRMS/MS

Extrait brut

Liste des analogues connus/ nouveaux/ détectés dans l’extrait

Masse exacte
Profil isotopique

tR

spectre UV
fragmentation MS/MS

pertes de neutre

1/Recherche des analogues connus

2/Liste d’analogues putatifs identifiés

3/Validation de l’identification

R
EC

H
ER

C
H

E D
ES A

N
A

LO
G

U
ES D

ÉJÀ
 D

ÉT
EC

TÉS O
U

 N
O

N

R
EC

H
ER

C
H

E D
ES A

N
A

LO
G

U
ES D

ÉJÀ
 D

ÉT
EC

TÉS



PARTIE III. Penicillium ligerum:une nouvelle espèce fongique marine 

137 

 

Figure III-30 : Chromatogramme LC-HRMS de l’extrait de la souche MMS 747 (BPC) 
En rouge sont indiqués les analogues de la série époxydée et en violet ceux de la série chlorée.  

 

Dans les extraits des souches MMS388 et MMS399, ni la ligérine ni aucun de ses analogues n‘ont été 

détectés, ce qui montre selon ce critère, la répartition en 2 groupes des quatre souches étudiées. 

1.6. Réflexion sur la biosynthèse de la ligérine et des analogues naturels 

La voie biosynthétique de la fumagilline ne restant que partiellement élucidée (cf. partie bilbiographie 

de la fumagilline et de ses analogues, p29) et le nombre d‘analogues naturels de la ligérine détecté au 

sein de nos extraits fongique étant important, il nous est apparu pertinent de replacer ces résultats dans 

un contexte biosynthètique. Néanmoins, Lin et al.ainsi que Wiemann et al.ont montré que le 

fumagillol était estérifié avec un acide gras dodécapentanoïque donnant un intemédiaire à chaîne 

C6non acide avant de former la fumagilline (Lin et al., 2013; Wiemann et al., 2013). Ainsi, d‘après ces 

données, des hypothèses concernant la biosynthèse de la ligérine et des analogues naturels observés 

ont pu être formulées et sont présentées dans la Figure III-31. 

 

 

Figure III-31: Analogues connus et précurseurs hypothétiques autour de la biosynthèse de la ligérine 
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Sur cette figure, le composé F4 correspond à l‘un des précurseurs biosynthétiques de la 

fumagillinedéterminé par Lin et al. (Lin et al., 2013) et les molécules F1 à F3 constituent les composés 

que l‘on pourrait observer si l‘on considère que la biosynthèse de la ligérine et du RK-95113 suit le 

même schéma biosynthétique que celui décrit par Lin et al. pour la fumagilline. 

Afin d‘acquérir des données concernant la biosynthèse de ces sesquiterpènes, une étude cinétique de la 

production de la ligérine et de ses analogues a été réalisée. La souche MMS351 a été cultivée sur 

milieu YES pendant 18 jours et soumise à une extraction journalière. Les extraits obtenus ont ensuite 

été analysés par LC-UV/DAD-HRMS/MS afin d‘identifier et de quantifier les molécules d‘intérêt. 

 

 Protocole 

 Culture de P. ligerum 
 

La souche MMS351 a été cultivée sur milieu gélosé YES. Le milieu de culture (composition dans 

l‘Annexe II) a été stérilisé pendant 20 minutes à 120°C à l‘autoclave et a été réparti à raison de 25 mL 

par boite de pétri. Après refroidissement et solidification du milieu de culture, l‘ensemencement des 

champignons a été effectué en conditions stériles par dépôts de spores fongiques sur la gélose en 3 

points équidistants. Le nombre de boites à ensemencer a été défini de manière à pouvoir examiner 5 

boites par jour,pendant 18 jours. Les boites ont été incubées à 27°C sous lumière naturelle. Tous les 

jours avant chaque extraction, la morphologie et la croissance du champignon ont été observés. Ainsi 

la couleur et la taille des colonies, la couleur du milieu de culture et la présence d‘exsudats et/ou de 

spores ont été notées. De plus, toutes les boites ont été systématiquementphotographiées (recto et 

verso) avant d‘être extraites. 
 

 Extraction 
 

Une micro-extraction a été réalisée chaque jour sur les quintuplât biologique pendant 18 jours. Trois 

prélèvements par boite ont été réalisés à l‘aide d‘un emporte-pièce de 6 mm de diamètre. Chaque pool 

de trois prélèvements ont été extraits aux ultrasons pendant 1h dans 1mL d‘un mélange de solvants 

CH2Cl2/AcOEt 50:50 (v/v). Le surnageant a ensuite été prélevé, et le matériel biologique a de 

nouveau été soumis aux ultrasons pendant 30 minutes avec 1 mL de solvant. Le deuxième surnageant 

a ensuite été récupéré et adjoint au premier avant filtration sur membrane de cellulose régénérée afin 

d‘éliminer les spores fongiques (membrane d‘une porosité de 0,2 µm ou 0,45 µm selon le 

développement du champignon (filtres Minisart®, Sartorius Stedim Biotech, Goettingen, Germany). 

L‘extrait a enfin été évaporé à siccité. 
 

 Analyses 
 

Les extraits obtenus ont ensuite été analysés par HPLC-UV/DAD-HRMS/MS selon la méthode 

analytique B (Annexe II). Les extraits ont été mis en solution dans du MeOH (J. T. Baker®) à 1 

mg/mL, filtrés sur filtre de cellulose régénérée (porosité 0,45 µm, Minisart®, Sartorius Stedim 

Biotech, Goettingen, Germany). 5 µL d‘une solution méthanolique de caféine à une concentration de 

100 µg/mL ont ensuite été adjoint à 45 µL de chaque extrait afin d‘évaluer la reproductibilité des 

analyses. De plus pour chaque souche, des contrôles qualité ont aussi été réalisés grâce à l‘analyse à 

plusieurs reprises d‘un mélange de tous les extraits étudiés. Un blanc a consisté en l‘injection de 1 µL 

de MeOH. Les molécules d‘intérêt ont été recherchées dans les extraits en se basant sur la méthode de 

recherche des analogues de ligérine exposée dans ce chapitre.  

 

Les molécules pour lesquelles des hypothèses avaient été émises quant à leur implication dans la 

biosynthèse de cette classe chimique (F1, F2, F3 et F4 et leur analogue chloré) ont été recherchées. 

Parmi celles-ci, le composé F4 a été détecté soutenant ainsi son implication comme précurseur dans la 

biosynthèse de la fumagilline décrite par Lin et al.. 
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Aucune information supplémentaire n‘a malheureusement pu être extraite de cette étude. En effet, les 

résultats obtenus étant non quantitatifs du fait d‘un mauvais réglage des paramètres MS, les analyses 

LC-HRMS-MS devront être réitérées afin d‘obtenir des profils cinétiques quantitatifs. Il sera alors 

intéressant d‘étudier les cinétiques d‘apparition des différents métabolites analogues de la ligérine afin 

d‘acquérir une meilleure connaissance de cette voie métabolique. 

En plus de l‘acquisition de données concernant la biosynthèse de ces sesquiterpènes, ces analyses 

devraient permettre de définir la durée de culture optimale pour une production maximale des 

analogues originaux de la ligérine dont les isolements voudraient être effectués. 

 

Remarque : la question chronologique du positionnement dans la biosynthèse de l‘étape 

d‘halogénation se pose : Est-ce que les dérivés chlorés sont des produits finaux ? Si la réponse est 

positive, une halogénase en bout de chaîne enzymatique devrait alors être observée et cette enzyme 

serait spécifique à l‘espèce P. ligerum, aucun analogue halogéné n‘ayant été décrit chez 

Aspergillus fumigatus. Il semblerait donc intéressant de décrire le cluster de gènes responsable de la 

synthèse de la ligérine chez P. ligerum. 

1.7. Conclusion 

Cette étude du métabolome de Penicillium ligeruma mis en évidence l‘importante capacité métabolique 

des souches MMS351 et MMS747 pour la production de sesquiterpènes de la famille de la 

fumagilline : dix-huit analogues naturels de la la ligérine ont pu être détectés au sein des extraits. 

Parmi eux, la structure hypothétique de sept des composés a pu être déterminée et celle des onze 

autres analogues reste à définir. Parmi les composés suspectés, deux seraient des molécules 

originales : le 7-chloro-RK-95113 et la 7-chloro-fumagilline. Le 6-O-succinyl-fumagillol et le 7-chloro-

fumagillol sont quant eux, des composés de synthèse dont l‘observation dans le métabolome d‘un 

organisme vivant constitue une découverte. La purification et l‘analyse spectrale complète de ces 

composés sont néanmoins nécessaires pour confirmer leur structure et leur stéréochimie. 

La méthodologie appliquée à l‘étude de la famille chimique de la ligérine est une approche efficace 

pour la recherche d‘une série d‘analogues d‘intérêt au sein de fractions ou d‘extraits bruts.Soutenue 

par des outils bioinformatiques, cette méthode peut être appliquée de manière systématique sur 

chaque nouveau extrait brut fongique étudié. Elle peut cependant aussi être appliquée à l‘étude de 

métabolites appartenant à d‘autres familles chimiques d‘intérêt. 

L‘exploration du métabolome secondaire de la nouvelle espèce fongique Penicillium ligerum ne s‘est 

pas arrêtée à l‘étude des sesquiterpènes de la famille de la ligérine. Plusieurs métabolites produits par 

la souche MMS351 et appartenant à des classes chimiques différentes ont pu être isolées et 

caractérisées.



PARTIE III. Penicillium ligerum:une nouvelle espèce fongique marine 

140 

2. Purification et identification de métabolites de la souche MMS351 

Dans un contexte visant une meilleure connaissance du métabolome de P. ligerum mais aussi dans un 

souci de recherche de composés originaux bioactifs, la caractérisation chimique de plusieurs fractions 

d‘un extrait massif de la souche MMS351 a pu être entreprise. Les travaux de purification et 

l‘élucidation structurale des métabolites secondaires isolés font l‘objet de ce chapitre. 

2.1. Contexte 

Lors de sa thèse Marieke Vansteelandt avait fractionné 33 g d‘un extrait brut de la souche MMS351 

cultivée sur milieu YES. Cette étape de purification avait consisté en une chromatographie liquide en 

colonne ouverte avec 1,5kg de silice conditionnée dans l‘hexane (colonne de verre de 9,4cm de 

diamètre). Un dépôt sec avait été réalisé avec 30g de silice. L‘élution avaitconsisté en un gradient 

discontinu de polarités croissantes hexane/acétate d‘éthyle (0, 5, 10, 15, 20, 30, 40 et 50% d‘AcOEt en 

volume) puis CH2Cl2/MeOH (0, 30 et 100% de MeOH en volume). Cinquante-trois fractions de 1L 

avaient été récupérées (FigureIII-32) et leurs activités antiprolifératives ou cytotoxiques évaluées sur 

quatre lignées cellulaires (Tableau III-13). Seules 4 fractions, éluées par les mélanges hexane/AcOEt 

70 :30 (v/v) et 60:40 (v/v), avaient présenté une activité cytotoxique ou antiproliférative intéressante 

associée à un effet-dose sur la lignée tumorale d‘ostéosarcome de souris POS-1 (7a, 7h, 8a, 8c 

entourées en rouge dans la FigureIII-32), tout en étant moins ou non actives sur la lignée non 

tumorale de fibroblastes murins L929. Ces fractions n‘avaient par contre pas présenté d‘activité sur la 

lignée AT6-1. L‘étude chimique de la fraction active 8c avait mené à la purification et l‘identification 

de la ligérine. La composition chimique des trois autres fractions actives (7a, 7h, 8a) correspond à 

l‘étude présentée ici. 

Par ailleurs, les fractions 9a, 9b et 9c de compositions moléculaires prochesentre elles mais éloignées 

des autres fractions étudiées, ont été rassemblées pour former la fraction 9abc dont l‘étude chimique a 

aussi été réalisée. 
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FigureIII-32 : Profils CCM des fractions issues de la chromatographie en colonne ouverte 

de l’extrait brut 351-YES(Vansteelandt, 2011), silice, éluant : CH2Cl2/MeOH 90:10 (v/v)  

puis hexane/acétate d‘éthyle 60:40 (v/v),révélation : vanilline sulfurique. 

Les fractions entourées correspondent aux fractions dont l‘étude chimique approfondie a été réalisée  ;  
celles entourées en rouge correspondent aux fractions actives sur la lignée POS-1. 

 

7a  7h 8a 8c 

9a  9b  9c 
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Tableau III-13 : Activité cytotoxique ou antiproliférative des fractions issues de la chromatographie en 

colonne ouverte de l’extrait brut 351-YES sur les lignées cellulaires POS-1, AT6-1 et L929  
(Vansteelandt, 2011 ; - = pas d‘activité observée à la concentration testée, NT = non testé)  

 

Fraction
Solvants éluants                

(v/v)
Quantité (en mg) CI50 KB (µg/mL) POS1 AT6-1 L929

1 Hexane/AcOEt 100:0 62,6 NT NT NT NT

2a Hexane/AcOEt 95:5 9,7 NT NT NT NT

2b Hexane/AcOEt 95:5 10,1 NT NT NT NT

2c Hexane/AcOEt 95:5 4,1 NT NT NT NT

2d Hexane/AcOEt 95:5 0,8 NT NT NT NT

3a Hexane/AcOEt 90:10 - NT - - 1%

3b Hexane/AcOEt 90:10 - NT - - -

3c Hexane/AcOEt 90:10 - NT NT NT NT

3d Hexane/AcOEt 90:10 - NT NT NT NT

4a Hexane/AcOEt 85:15 82,9 29,4 - - -

4b Hexane/AcOEt 85:15 440,8 > 30 - - -

4c Hexane/AcOEt 85:15 3679,3 > 30 - - -

4d Hexane/AcOEt 85:15 2890,6 > 30 - - -

5a Hexane/AcOEt 80:20 1446,7 > 30 - 2% 5%

5b Hexane/AcOEt 80:20 544,1 > 30 - - -

5c Hexane/AcOEt 80:20 587,3 > 30 - - -

5d Hexane/AcOEt 80:20 167,2 > 30 - - -

6a Hexane/AcOEt 70:30 476,6 29,2 - - -

6b Hexane/AcOEt 70:30 97,7 > 30 - - -

6c Hexane/AcOEt 70:30 80,7 > 30 - - -

6d Hexane/AcOEt 70:30 58,7 > 30 - - -

7a Hexane/AcOEt 60:40 112,1 19,1 38% 4% 8%

7b Hexane/AcOEt 60:40 92,3 15,3 - - -

7c Hexane/AcOEt 60:40 93,8 15,6 - - 5%

7d Hexane/AcOEt 60:40 168,5 > 30 - 3% 6%

7e Hexane/AcOEt 60:40 535 > 30 - - -

7f Hexane/AcOEt 60:40 332,4 > 30 4% - -

7g Hexane/AcOEt 60:40 266,6 > 30 1% - 2%

7h Hexane/AcOEt 60:40 357,8 > 30 25% - 2%

8a Hexane/AcOEt 50:50 144 > 30 28% - 5%

8b Hexane/AcOEt 50:50 227,5 > 30 - - 9%

8c Hexane/AcOEt 50:50 310,6 > 30 62% 10% 17%

8d Hexane/AcOEt 50:50 2142,6 15,3 - 3% -

8e Hexane/AcOEt 50:50 1920,2 17,2 - - -

8f Hexane/AcOEt 50:50 474,6 > 30 - 4% -

8g Hexane/AcOEt 50:50 184 > 30 8% 8% 6%

8h Hexane/AcOEt 50:50 191,6 > 30 - - -

9a CH2Cl2/MeOH 100:0 234,8 > 30 - - -

9b CH2Cl2/MeOH 100:0 180 > 30 - 8% -

9c CH2Cl2/MeOH 100:0 215,8 > 30 - 8% -

9d CH2Cl2/MeOH 100:0 16,3 > 30 5% - -

9e CH2Cl2/MeOH 100:0 4,6 > 30 - - -

9f CH2Cl2/MeOH 100:0 3,1 > 30 - - -

10a CH2Cl2/MeOH 70:30 - > 30 2% - -

10b CH2Cl2/MeOH 70:30 - > 30 - - -

10c CH2Cl2/MeOH 70:30 - NT - - -

10d CH2Cl2/MeOH 70:30 - NT - - -

10e CH2Cl2/MeOH 70:30 - NT - - -

10f CH2Cl2/MeOH 70:30 - > 30 - 1% 2%

10g CH2Cl2/MeOH 70:30 - NT - - 8%

10h CH2Cl2/MeOH 70:30 528,6 NT - - 2%

10i CH2Cl2/MeOH 70:30 268,5 NT - - -

11 CH2Cl2/MeOH 0:100 1487,3 NT - - -

Diminution de la viabilité cellulaire à 100 ng/mL
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L‘isolement de la ligérine à partir de la fraction 8c de l‘extrait de MMS351 a été effectué par 

fractionnement accompagné d‘un biosuivi. Une autre approche peut être suivie, il s‘agit de l‘isolement 

de composés majoritaires, l‘activité de ces composés étant recherchée après purification et 

identification. C‘est la démarche que nous avons adoptée pour l‘étude des fractions retenues. 

2.2. Purification de molécules de la fraction 7a 

Du fait de leur similarité en CCM (FigureIII-32) et afin d‘avoir une masse de départ plus importante, 

les fractions 7a et 7b ont été rassemblées. 

2.2.1. Purification du composé 351-N1 

2.2.1.1. Fractionnement par chromatographie flash 

La fraction 7ab (186mg) a été fractionnée par chromatographie flash en phase normale (Puriflash 

430evo Interchim, colonne Interchim Si-OH 4g 50µm). La fraction a été adsorbée sur silice pour 

constituer le dépôt sec. Le système d‘élution était composé d‘un gradient binaire allant de 100% 

CH2Cl2 à 100% EtOH en 60min à un débit de 7mL/min. Les fractions qui ont été constituées en 

fonction des profils CCM sont au nombre de six. Par évaporation lente, un composé de la fraction 3 a 

cristallisé. Nous avons obtenu 1,1 mg de cette molécule que nous avons nommée 351-N1. 

 

Figure III-33 : CCM bilan du fractionnement de 7h 

(silice, éluant : CH2Cl2/MeOH 90 :10 (v/v) puis hexane/acétate d’éthyle 60 :40 (v/v), 

révélation : vanilline sulfurique, trait plein observation à 365 nm et pointillés à 254 nm) 

2.2.1.2. Analyse structurale du composé351-N1 

 Analyse par HPLC-UV/DAD-HRMS/MS 

Le composé 351-N1 a été analysé par couplage HPLC-UV/DAD-HRMS/MS (selon la méthode 

analytique B, Annexe II). La spectrométrie de masse haute résolution ESI-SM+/- a révélé la présence 

d‘un ion majoritaire en mode négatif sous la forme [M-H]-correspondant aum/z 269,0441 

(FigureIII-34) et en mode positif sous la forme [M+H]+ de m/z 271,0578 (FigureIII-35).La formule 

brute calculée la plus probable semble alors être C15H10O5  ([M+H]+m/zthéo 271,0601 ∆ 8,48 ppm et 

[M-H]-m/zthéo 269,0455 ∆ 5,36 ppm). 

1     2     3       4   5     6
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FigureIII-34 : Spectre de masse du composé 351-N1 en moded’ionisation négative 

et spectre MS/MS de l’ion [M-H]- de m/z 269,0441(énergie de collision 8%) 

 

FigureIII-35 : Spectre de masse du composé 351-N1 en mode d’ionisation positive 

et spectre MS/MS de l’ion [M+H]+de m/z 271,0578(énergie de collision 8%) 

 

A ce stade, il est difficile d‘interpréter les spectres de fragmentation. Le spectre UV-visible 

(FigureIII-36) a été mesuré et a révélé la présence de bandes d‘absorbance à des λmax de 222, 254, 267, 

288 et 440 nm qui indiquent la présence de chromophores conjugués dans la molécule. Ce spectre est 

proche de celui des anthraquinones (Xu et al., 2012). 

 

FigureIII-36: Spectre UV-visible du composé 351-N1 (λmax 222, 254, 267, 288, 440 nm) 
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 Analyses RMN 

Les analyses en RMN 1D et 2D ont aussi pu être réalisées afin de poursuivre l‘élucidation structurale 

du composé 351-N1. 

L‘analyse des données RMN-1H (FigureIII-37) révèle la présence d‘un méthyle (δH = 2,43 ppm) et de 

deux couples de protons :  

-deux doublets avec une constante de couplage de 2,4 Hz correspondant à un couplage de deux 

protons en position en méta sur un cycle aromatique (δH = 6,50 ppm et δH = 7,15 ppm)  

-deux doublets avec une constante de couplage d‘environ 1 Hz correspondant à un deuxième couplage 

en méta de deux protons présents sur un cycle aromatique (δH = 7,09 ppm et δH = 7,56 ppm). 

Ceci met en évidence la présence de deux cycles aromatiques dans la molécule avec seulement 2 CH 

chacun. Ceci conforte la ressemblance avec une anthraquinone. 

 

 

FigureIII-37 : Spectre 1H-RMN (500 MHz, CD3OD) du composé 351-N1 
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Les analyses en RMN 1D et 2D ont permis de finaliser l‘identification structurale du composé 351-N1 

qui correspond à l‘émodine (Figure III-38, II-39 et III-40 et leTableau III-14). L‘ensemble des spectres 

RMN et des données physico-chimiques de ce composé sont présentés dans l‘Annexe III. 

 

FigureIII-38 : Composé 351-N1 : émodine 

 

Tableau III-14 : Données RMN 1D (13C et 1H) et corrélation RMN 2D (HSQC, COSY et HMBC) du 

composé 351-N1 

position 
13C, δC 

(ppm) 

HSQC 1H-13C (1J) 

1H, δH (ppm) 

(multiplicité : intégration : couplage J ) 

COSY 1H-1H 
1H, δH (ppm) 

HMBC 1H-13C (2J, 3J, 4J) 
13C, δC (ppm) 

1 163,6    

2 125,3 7,09 (1H, d, 0,8Hz) 2,43 ; 7,56 22,2 ; 115,2 ; 121,8 ; 163,6 

3 149,5    

4 121,8 7,56 (1H, d, 1,1Hz) 2,43 ; 7,09 22,2 ; 115,2 ; 125,3; 183,7 ; 
191,5 

4a 134,9    

5 111,4 7,15 (1H, d, 2,4Hz) 6,50 109,4 ; 183,7 

6 169,7    

7 109,4 6,50 (1H, d, 2,4Hz) 7,15 109,9 ; 166,4 ; 169,7 

8 166,4    

8a 109,9    

9 183,7    

9a 136,9    

10 191,5    

10a 115,2    

3-CH3 22,2 2,43 (3H, s) 7,09 ; 7,56 121,8 ; 125,3 ; 149,5 
 

 

FigureIII-39 : Corrélations 1H-1HCOSY observées pour le composé 351-N1 

 

FigureIII-40 : Corrélations 1H-13C HMBC observées pour le composé 351-N1 
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2.2.1.3. Evaluation biologique de l’émodine 

L‘activité cytotoxique de l‘émodine a été évaluée sur la lignée cellulaire KB pour des concentrations 

de 0,625 µM à 20 µM. Aucune activité cytotoxique n‘a été détectée. Ce composé ne semble donc pas 

être responsable de l‘activité observée pour la fraction 7ab (CI50 sur cellules KB de 19,1 µg/mL pour la 

fraction 7a et 15,3 µg/mL pour 7b). Il conviendra de purifier les autres molécules présentes dans les 

autres fractions obtenues en chromatographie flash sur la fraction 7ab afin de purifier la ou les 

molécules actives. 

2.2.1.4. Etude bibliographique : discussion 

L‘émodine qui est la 1,6,8-trihydroxy-3-méthylanthraquinone, est une anthraquinone bien connue 

décrite comme produite par les plantes des genres Rheum (ex : rhizome de la rhubarbe,Rheum 

palmatum, plante qui outre son utilisation culinaire, est aussi d‘après la médecine traditionnelle 

chinoise utilisée comme laxative) et Rhamnus (ex : bourdaine : Rhamnus frangula) mais aussi chez 

certains champignons et lichens appartenant à la famille des Teloschistaceae (Manojlovic et al., 2010). 

Parmi les champignons, Li et al. rapportent notamment en 2012 la présence d‘émodine dans le 

métabolome d‘une espèce de Penicillium endophyte (Li et al., 2012). 

 Biosynthèse 

L‘émodine est un polycétide qui est probablement formé à partir d‘endocrocine par une simple 

réaction de décarboxylation qui est facilitée par la présence de la fonction hydroxyle adjacente (Figure 

III-41). L‘endocrocine est quant à elle, surement biosynthétisée suite au repliement d‘un polycétide 

contenant 8 unités C2, permettant alors la formation du squelette carboné. Trois condensations aldol 

pourraient ensuite donner l‘intermédiaire hypothétique 1. La formation de l‘endocrocine résulte 

ensuite de réactions d‘énolisation, excepté pour un des carbonyles cruciaux du cycle au centre de la 

molécule pour lequel le processus oxydatif mis en jeu n‘est pas encore décrit.  
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Figure III-41 : Biosynthèse de l’émodine et de trois de ces analogues  : le physcion, 

l’aloe-émodine et la rhéine (Dewick, 2011) 

 

 Analogues 

Parmi les nombreuses anthraquinones décrites, on peut citer ici celles proches de l‘émodine et souvent 

observées simultanément lors des études phytochimiques : le chrysophanol qui correspond au 6 

déhydroxy-émodine, le physcion (6-O-méthyl-émodine), l‘islandicine, la rhéine, l‘aloe-émodine… Ces 

anthraquinones sont aussi observées sous des formes halogénées (ex : 7-chloro-émodine), glycosylées 

(ex : la franguline A qui correspond à l‘émodine-6-O-rhamnoside) ou en dimère (ex : la skyrine qui 

correspond à l‘homodimère d‘émodine). 

 Synthèse chimique 

La synthèse de cette molécules a quant à elle été décrite dans les années 1920(Eder et Widmer, 1923; 

Jacobson et Adams, 1924). 

 Activités biologiques 

La communauté scientifique alloue à l‘émodine de nombreuses activités biologiques diverses telles 

que antibactériennes, anti-inflammatoires, immunosuppressives. Récemment, de nouvelles études 

démontrent son activité anticancéreuse (Huang et al., 2007) avec des effets antiprolifératifs et 

inducteurs de l‘apoptose notamment dans le cas des cancers du poumon (Ko et al., 2010) ou de 

l‘ovaire (Li et al., 2009) et dans le cas de leucémies (Wang et al., 2008). Liu et al. en 2011 décrivent 

aussi par exemple une activité antiproliférative et des effets antimétastatiques de l‘émodine dans le cas 

de cancers pancréatiques invasifs (Liu et al., 2011). 
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2.2.1.5. Purification de molécules de la fraction 7ab : Conclusion 

L‘étude chimique de la fraction 7ab a mené à l‘isolement et à la caractérisation de l‘émodine. Cette 

anthraquinone n‘a pas présenté d‘activité biologique sur les cellules tumorales KB. La fraction mère 

présentait une activité cytotoxique sur cette lignée cellulaire. Il serait donc intéressant de poursuivre la 

purification des métabolites de la fraction 7ab afin d‘isoler la ou les molécules actives. 

Des analyses HPLC-UV/DAD effectuées sur cette fraction ont permis de montrer, d‘après 

l‘observation des spectres UV-visible, la présence de plusieurs autres anthraquinones et de cinq 

composés majoritaires devant être purifiés. 

2.3. Purification de molécules de la fraction 7h 

La fraction 7h a été fractionnée à plusieurs reprises grâce à des techniques chromatographiques en 

phase normale et phase inverse. A titre de comparaison, trois protocoles de fractionnement différents 

ont été appliqués en parallèle sur la fraction. Deux protocoles ont engagé 50 mg dans un 

fractionnement en chromatographie flash : l‘un en phase inverse (Fractionnement A) et l‘autre en 

phase normale (Fractionnement B). Finalement, les 250 mg restant de la fraction 7h ont fait l‘objet 

d‘un fractionnement (Fractionnement C) adapté du protocole appliqué lors du fractionnement B. Le 

fractionnement A suivi de deux étapes de séparation par chromatographie liquide a permis l‘isolement 

du composé M-7h.AII.4. Les fractionnements B et C ont quant à eux, permis l‘isolement des 

molécules M-7h.B8 et M-7h.C10. L‘arbre de purification est présenté dans la FigureIII-42. 

L‘isolement de ces trois composés ainsi que leur élucidation structurale sont détaillés dans cette partie.  

 

 

 

FigureIII-42 : Schéma de purification des molécules de la fraction 7h 
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2.3.1. Isolement et identification du composé 351-N2 

2.3.1.1. Purification du composé 351-N2 

 1ère étape de fractionnement A : Chromatographie flash 

La fraction 7h (50 mg) a été engagé dansun fractionnement par chromatographie flash en phase 

inverse (colonne Interchim C18 6 g, 50µm) (Fractionnement A). L‘échantillon a au préalable été 

dissout dans 1mL d‘un mélange MeOH/H2O pour l‘injection liquide. Le système d‘élution était 

composé d‘un gradient binaire : 

- MeOH/H2O25:75 (v/v) appliqué à un débit de 3 mL/min pendant 6 min puis, 

- MeOH/H2O de 25:75 à 60 :40 (v/v) en 7 min puis, 

- MeOH/H2O 60:40 (v/v) pendant 12 min puis, 

- MeOH/H2O 60:40à 100:0 (v/v) en15 min à 6 mL/min (Figure III-43). 

Suite à ce protocole, 12 fractions ont été obtenues. Les fractions 7, 8 et 9 ont pu être regroupées suite 

aux analyses par CCM pour former la fraction 7h-AI de 25 mg. 

 

Figure III-43 : Chromatographie flash de la fraction 7h : 

Chromatogramme UV (200-400 nm) et gradient binaire de la phase éluante (MeOH/H2O) 

 2ème étape de fractionnement : HPLC 

La fraction 7h-AI a fait l‘objet d‘une deuxième étape de purification qui a consisté en un 

fractionnement par HPLC avec une colonne silice greffée C18 (colonne Agilent Technologies Zorbax 

Eclipse XDB-C18, Analytical, 150 x 4,6 mm). La phase mobile a été appliquée de manière isocratique 

MeOH/H2O 60:40 (v/v) pendant 20 min puis en un gradient allant jusqu‘à 100% de MeOH en 5 min. 

Des injections de 0,5 mg ont été réalisées à partir de solutions méthanoliques à 10 mg/mL (débit de 

0,5 mL/min) et l‘éluat a été collecté automatiquement toutes les minutes aboutissant à l‘obtention de 

16 fractions. Les fractions AI.11 et AI.12 ont ensuite été regroupées pour former la fraction AII (13,8 

mg). 

H2O

MeOH7h-AI
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Figure III-44 : Chromatogramme UV (200-400 nm) 

 et gradient binaire de la phase éluante (MeOH/H 2O) 

 

 3ème étape de fractionnement : Chromatographie flash 

La fraction AII (13,8 mg) a fait l‘objet d‘une troisième étape de purification parchromatographie flash 

en phase normale (colonne Interchim Si-OH 4g 15µm). L‘échantillon a au préalable été adsorbé sur de 

la silice puis conditionné dans une cartouche d‘injection. Le système d‘élution était composé d‘un 

gradient binaire allant de 100% CH2Cl2 à 100% d‘un mélange CH2Cl2/MeOH 95:5 (v/v) en 25min à 

un débit de 5mL/min.  

Cette purification a mené à l‘isolement du composé 351-N2 (5,8mg). 

2.3.1.2. Elucidation structurale du composé 351-N2 

 Analyse par HPLC-UV/DAD-HRMS/MS 

Le composé 351-N2 a été analysé par couplage HPLC-UV/DAD-HRMS/MS(selon la méthode 

analytique B, Annexe II). Les analyses de spectrométrie de masse haute résolution ont été réalisées en 

mode d‘ionisation positive et négativemais la molécule 351-N2n‘est détectée qu‘en mode positif. 

Ainsi, à un temps de rétention de 11,52 min, on observe le composé 351-N2 sous la forme d‘un ion 

[M+H]+de m/z de 412,1368 et sous la forme [M+Na]+ avec l‘ion de m/z 434,1169 (FigureIII-45 ). 

 

FigureIII-45 : Spectre de masse haute résolution du composé 351-N2 
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L‘ion de m/z de 380,1111 correspond quant à lui probablement à un fragment généré dans la source 

de l‘appareil. En effet, cet ion fils est observé lors de la fragmentation MS/MS de l‘ion parent de 

m/z412,1368 (FigureIII-46). La perte de neutre s‘élève à 32,0257 u, nous indiquant alors la perte 

probable d‘un méthanol. L‘ion généré serait donc la forme [M-HOCH3+H]+. Un deuxième fragment 

est observé avec un m/z de 219,0588 correspondant à une perte de neutre de 193,078 u difficile à 

caractériser. 

 

 

FigureIII-46 : Spectre de fragmentation MS/MS (énergie de collision 8%) de l’ion de m/z 412,1368 

 

Le profil isotopique permet d‘exclure la présence d‘un halogène tel que par exemple le chlore ou 

encore le brome. Les résultats de prédiction sont présentés dans le Tableau III-15et définissent les 

deux formules brutes les plus probables comme C17H21N3O9 et C22H21NO7. 

 

Tableau III-15 : Prédiction de la formule brute du composé 351-N2 

 

Le composé 7h-AII.4 présente un spectre UV-visible avec deux bandes d‘absorption dont les λmax sont 

à 255, 285 et 345 nm (FigureIII-47). 

 

 

FigureIII-47 : Spectre UV-visible du composé 351-N2(λmax 255, 285 et 345 nm) 
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 Analyses RMN 

Les analyses RMN 1D (1H et 13C) et 2D (HSQC, HMBC, COSY) du composé 351-N2 ont été 

réalisées pour l‘élucidation structurale.  

Les données RMN 13C (FigureIII-48) révèle la présence d‘au moins une vingtaine de carbone 

indiquant alors que la formule brute du composé 351-N2 pourrait plutôt être C22H21NO7 d‘après les 

prédictionsobtenues suite aux analyses de spectrométrie de masse haute résolution. 

 

 

FigureIII-48: Spectre 13C-RMN (500 MHz, CDCl3) du composé 351-N2 

 

Le spectre RMN 1H (FigureIII-49) a révélé la présence : 

- d‘un méthyle de déplacement chimique δH = 2,01 ppm apparaissant sous la forme d‘un 

singulet  

- d‘un méthyle de δH = 1,30 ppm présent sous la forme d‘un triplet avec une constante de 

couplage de J = 8 Hz. 

- d‘un méthylène de δH = 2,77 sous la forme d‘un quintuplet avec une constante de couplage de 

J = 8 Hz qui pourrait donc être proche du méthyle à 1.30 ppm. 

- de trois protons sous la forme d‘un singulet résonnant à δH = 3,42 ppm correspondant à un 

méthoxyle au vue du déblindage relativement important 

- deux couples de proton résonnant à δH = 6,24 et 7,05 ppm sous forme de doublet présentent 

la même constante de couplage J = 4 Hz suggérant leur proximité 

- cinq protons apparaissant sous la forme de deux triplet (un triplet à δH = 7,66 ppm 

correspondant à 1H et un triplet à δH = 7,51 ppm correspondant à 2H) et d‘un doublet de deux 

protons à δH = 8,34 ppm, possèdent la même constante de couplage de J = 8 Hz qui pourrait 

correspondre au couplage de protons en position ortho sur un cycle aromatique 

- un dernier proton apparait sous forme d‘un singulet à δH = 7,46 ppm. 
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FigureIII-49 : Spectre 1H-RMN (500 MHz, CDCl3) du composé 351-N2 

 

Les analyses RMN 2D et les données de la littérature ont ensuite permis de finaliser l‘identification du 

composé 351-N2 comme correspondant alors à la molécule FD-838. Les attributions et les 

corrélations 1H-1H COSY et 1H-13C HMBC sont présentées dans le Tableau III-16 et laFigureIII-50. 

L‘ensemble des spectres RMN et des données physico-chimiques de ce composé font l‘objet de 

l‘Annexe IV. 
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Tableau III-16 : Données RMN 1D (13C et 1H) et corrélations RMN 2D (HSQC, COSY et HMBC)  

du composé 351-N2 

position 13C, δC (ppm) 
HSQC 1H-13C (1J) 

1H, δH (ppm) 

(multiplicité : intégration : couplage J ) 

COSY1H-1H 
1H, δH (ppm) 

HMBC 1H-13C (2J, 3J, 4J) 
13C, δC (ppm) 

1     

2 172,6 (s)    

3 107,8 (s)    

4 195,6 (s)    

5 89,7 (s)    

6 166,3 (s)    

7  7,46 (s : 1)   

8 91,5 (s)    

9 74,2 (d) 4,71 (d : 1 : 12 Hz)   

10 143,3 (s)    

11 118,3 (d) 7,05 (d : 1 : 4 Hz) 6,24 107,9 ; 143,3 ; 163,8 

12 107,9 (d) 6,24 (d : 1 : 4 Hz) 7,05 118,3 ; 143,3 ; 163,8 

13 163,8 (s)    

14 21,8 (t) 2,77 (q : 2 : 8 Hz) 1,30 11,8 ; 107,9 ; 163,8 

15 11,8 (q) 1,30 (t : 3 :8 Hz) 2,77 21,8 ; 163,8 

16 6,2 (q) 2,03 (s : 3)  107,8 ; 143,3 ; 172,6 ; 195,6 

17 194,6 (s)    

18 132,4 (s)    

19 130,6 (d) 8,34 (d : 1 : 8 Hz) 7,51 130,6 ; 134,6 ; 194,6 

20 128,7 (d) 7,51 (t : 1 : 8 Hz) 8,34 128,7 ; 130,6 

21 134,6 (d) 7,66 (t : 1 : 8 Hz) 7,51 130,6 

22 128,7 (d) 7,51 (t : 1 : 8 Hz) 8,34 128,7 ; 130,6 

23 130,6 (d) 8,34 (d : 1 : 8 Hz) 7,51 130,6 ; 134,6 ; 194,6 

8-OCH3 51,7 (q) 3,42 (s : 3)   

9-OH  4,14 (d : 1 : 12 Hz)   

 

 

 

FigureIII-50 : Corrélations 1H-1H COSY (A) et 1H-13C HMBC (B) observées pour le composé 351-N2 

 

 Conclusion sur l’identification du composé 351-N2 

La molécule FD-838 ou azaspirofurane A possède un noyau azaspirobicyclique avec3 carbones 

asymétriques. De ce fait, de nombreux stéréoisomères de ce composé existent et ont notamment été 

décrit par Yamada et al. en 2010 (Yamada et al., 2010). Ces diastéroisomères sont les céphalimysines 

B, C et D (FigureIII-51). Ces molécules ont été isolées d‘une souche d‘Aspergillus fumigatus isolée d‘un 

poisson marin Mugil cephalus (mulet cabot). 
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FigureIII-51 : Structure de la molécule FD-838et de ses diastéroisomères : les céphalimysines B-D. 

 

La stéréochimie du composé 351-N2a donc dû être examinée. La mesure du pouvoir rotatoire de ce 

composé a été effectuée afin de valider l‘identification du FD-838. Un αD de -12,2° a été mesuré dans 

l‘EtOH pour une concentration de 0,35 g/100 mL et a une température de 20°C. Cependant, 

déterminer la stéréochimie de cette molécule semble complexe du fait de la présence de ses 3 carbones 

asymétriques et de données divergentes recensées dans la littérature (Tableau III-17). 

Néanmoins, des différences entre les données RMN 1H du FD-838 et de chacune des céphalimysine 

sont notables comme le décrivent Yamada et al. (Yamada et al., 2010). La comparaison des données 

RMN 1H du composé 351-N2 avec les données de cette publicationa donc été réalisée et a mené à la 

validation de l‘identification du FD-838. Ces résultats pourront être complétés par des analyses de 

dichroïsme circulaire. 

 

Tableau III-17 : Pouvoir rotatoire des analogues de FD-838 

Molécule Conformation αD 
Concentration 
(en g/100mL) 

Solvant  Température Références 

FD-838 5S, 8S, 9R 

+40,5° 0,1 EtOH 22°C (Yamada et al., 2010) 

-41,9° 0,36 CHCl3 26°C (Ren et al., 2010) 

-19,7° 0,295 CHCl3 20°C (Hayashi et al., 2009) 

Cephalimysine B 5S, 8S, 9S +129,7° 0,09 EtOH 22°C (Yamada et al., 2010) 

Cephalimysine C 5R, 8S, 9R -209,2° 0,09 EtOH 22°C (Yamada et al., 2010) 

Céphalimysine D 5R, 8S, 9S -236,6° 0,11 EtOH 22°C (Yamada et al., 2010) 

OH

O

O

NH

O

O O

O

OH

O

O

NH

OO

OOH

OH

OH

O

O

NH

O

O O

O

OH

O
OH

NH

OO

FD-838 Pseurotine A Synerazol Azaspirène

OH

O

O

NH

O

O O

O

Céphalimysine D

OH

O

O

NH

O

O O

O

Céphalimysine C

OH

O

O

NH

O

O O

O

Céphalimysine B

OH

O

O

NH

OO

O

Céphalimysine A

OH

O

O

NH

O

O O

O

OH

O

O

NH

OO

OOH

OH

OH

O

O

NH

O

O O

O

OH

O
OH

NH

OO

FD-838 Pseurotine A Synerazol Azaspirène

OH

O

O

NH

O

O O

O

Céphalimysine D

OH

O

O

NH

O

O O

O

Céphalimysine C

OH

O

O

NH

O

O O

O

Céphalimysine B

OH

O

O

NH

OO

O

Céphalimysine A



PARTIE III. Penicillium ligerum:une nouvelle espèce fongique marine 

157 

 

T
a

b
le

a
u

 III-1
8

 : C
o

m
p

a
ra

iso
n

 d
e
s d

o
n

n
é
e
s R

M
N

 
1H

 e
t 

1
3C

 d
e
 la

 m
o

lé
c
u

le
 3

5
1

-N
2

, 

d
u

 F
D

-8
3

8
 e

t d
e
s c

é
p

h
a

lim
y

sin
e
s B

-D
 (Y

a
m

a
d

a
 et a

l., 2
0

1
0

) 

 

 

p
o

sitio
n

δ
H

δ
C

δ
H

δ
C

δ
H

δ
C

δ
H

δ
C

δ
H

δ
C

12
1

7
2

,6
1

7
2

.5
1

7
0

.1
1

7
1

.2
1

7
2

.8

3
1

0
7

,8
1

0
7

.8
1

0
8

.1
1

0
9

.3
1

0
9

.3

4
1

9
5

,6
1

9
5

.6
1

9
5

.8
1

9
8

.1
1

9
9

.5

5
8

9
,7

 8
9

.6
8

7
.9

8
6

.6
8

5
.6

6
1

6
6

,3
1

6
6

.2
1

6
8

.0
1

6
7

.1
1

6
7

.9

7
7

,4
6

 (s : 1
)

7
.4

4
 (s : 1

)
7

.5
7

 (s : 1
)

7
.4

2
 (s : 1

)
7

.4
0

 (s : 1
)

8
9

1
,5

 9
1

.5
9

4
.9

 9
2

.4
 9

6
.5

9
4

,7
1

 (d
 : 1

 : 1
2 H

z)
7

4
,2

 4
.6

9
 (d

 : 1
: 1

2,7
 H

z)
7

4
.2

4
.8

7
 (d

 : 1
 : 3

,9
 H

z)
7

7
.0

 4
.5

9
 (d

 : 1
 : 1

2
,4

 H
z)

7
3

.4
 4

.9
0

 (d
 : 1

 : 4
,1

 H
z)

7
9

.1

1
0

1
4

3
,3

1
4

3
.3

1
4

3
.1

1
4

3
.4

1
4

3
.3

1
1

7
,0

5
 (d

 : 1
 : 4

 H
z)

1
1

8
,3

 7
.0

4
 (d

 : 1
 : 3

,4
 H

z)
1

1
8

.3
7

.0
2

 (d
 : 1

 :3
,4

 H
z)

1
1

7
.9

 7
.1

0
 (d

 : 1
 : 3

,4
 H

z)
1

1
7

.7
 7

.1
7

 (d
 : 1

 : 3
,4

 H
z)

1
1

8
.9

1
2

6
,2

4
 (d

 : 1
 : 4

 H
z)

1
0

7
,9

 6
.2

3
 (d

 : 1
 : 3

,4
 H

z)
1

0
7

.9
6

.1
9

 (d
 : 1

 : 3
,4

 H
z)

1
0

7
.7

 6
.2

6
 (d

 : 1
 : 3

,4
 H

z)
1

0
7

.6
 6

.2
9

 (d
 : 1

 : 3
,4

 H
z)

1
0

7
.9

 

1
3

1
6

3
,8

1
6

3
.7

1
6

3
.8

1
6

3
.8

1
6

4
.5

1
4

2
,7

7
 (q

 : 2
 : 8

 H
z)

2
1

,8
 2

.7
5

 (q
 : 2

 : 7
.6

 H
z)

2
1

.8
2

.7
4

 (q
 : 2

 : 7
.6

 H
z)

2
1

.8
 2

.7
9

 (q
 : 2

 : 7
.6

 H
z)

2
1

.8
 2

.8
0

 (q
 : 2

 : 7
.6

 H
z)

2
1

.9
 

1
5

1
,3

0
 (t : 3

 : 8
 H

z)
1

1
,8

 1
.2

8
 (t : 3

 : 7
.6

 H
z) 

1
1

.8
1

.2
8

 (t : 3
: 7

.6
 H

z)  
1

1
.7

 1
.3

2
 (t : 3

 : 7
.6

 H
z) 

1
1

.7
 1

.3
2

 (t : 3
 : 7

.6
 H

z) 
1

1
.7

 

1
6

2
,0

3
 (s : 3

)
6

,2
 2

.0
1

 (s : 3
)

 6
.2

2
.0

3
 (s : 3

)
 6

.2
 2

.0
2

 (s : 3
)

6
.2

 2
.0

4
 (s : 3

)
6

.0
 

1
7

1
9

4
,6

1
9

4
.6

1
9

3
.3

1
9

3
.8

1
9

2
.4

1
8

1
3

2
,4

1
3

2
.4

1
3

3
.9

1
3

3
.0

1
3

3
.9

1
9

8
,3

4
 (d

 : 1
 : 8

 H
z)

1
3

0
,6

 8
.3

2 (d
 : 1

 : 8
.5

 H
z)

1
3

0
.6

8
.2

6
 (d

 : 1
 : 8

.7
 H

z) 
1

2
9

.8
 8

.3
2

 (d
 : 1

 : 8
.5

 H
z)

1
3

0
.6

8
.2

3
 (d

 : 1
 : 8

.5
 H

z)
1

2
9

.4

2
0

7
,5

1
 (t : 1

 : 8
 H

z)
1

2
8

,7
7

.4
9

 (t : 1
 :  7

.6
 H

z) 
1

2
8

.7
7

.4
8

 (t : 1
 : 7

.6
 H

z)
1

2
8

.6
7

.4
8

 (t : 1
 : 7

.7
 H

z)
1

2
8

.6
7

.4
9

 (t : 1
 :  7

.6
 H

z)
1

2
8

.8

2
1

7
,6

6
 (t : 1

 : 8
 H

z)
1

3
4

,6
7

.6
4

 (t : 1
 : 7

.6
 H

z)
1

3
4

.5
7

.6
1

 (t : 1
 : 7

.6
 H

z) 
1

3
4

.0
7

.6
3

 (t : 1
 : 7

.7
 H

z)
1

3
4

.5
7

.6
2

 (t : 1
 : 7

.6
 H

z)
1

3
4

.0

2
2

7
,5

1
 (t : 1

 : 8
 H

z)
1

2
8

,7
7

.4
9

 (t : 1
 : 7

.6
 H

z)
1

2
8

.7
7

.4
8

 (t :1
 : 7

.6
 H

z) 
1

2
8

.6
7

.4
8

 (t : 1
 : 7

.7
 H

z)
1

2
8

.6
7

.4
9

 (t : 1
 : 7

.6
 H

z)
1

2
8

.8

2
3

8
,3

4
 (d

 : 1
 : 8

 H
z)

1
3

0
,6

8
.3

2 (d
 : 1

 : 8
.5

 H
z)

1
3

0
.6

8
.2

6
 (d

 : 1
 : 8

.7
 H

z) 
1

2
9

.7
8

.3
2

 (d
 : 1

 : 8
.5

 H
z) 

1
3

0
.6

8
.2

3
 (d

 : 1
 : 8

.5
 H

z)
1

2
9

.4

8
-O

C
H

3
3

,4
2 (s : 3

)
5

1
,7

3
.4

0
 (s :3

)
5

1
.6

3
.3

5
 (s :3

)
5

1
.4

3
.3

7
 (s :3

)
5

1
.7

3
.3

0
 (s :3

) 
5

1
.4

9
-O

H
4

,1
4

 (d
 : 1

 : 1
2 H

z)
4

.1
3

 d
 1

2.7
2

.9
8

 (d
 : 1

 : 3
,9

 H
z) 

3
.3

7
 d

 1
2

.4
 

5
.3

6
 d

 4
.1

 

C
é

p
h

alim
ysin

e
 B

C
é

p
h

alim
ysin

e
 C

C
é

p
h

alim
ysin

e
 D

FD
-8

3
8

3
5

1
-M

2

O
H

O

O N
H

O

O
O

O

O
H

O

O N
H

O

O
O

O

O
H

O

O N
H

O

O
O

O

O
H

O

O N
H

O

O
O

O
1

23
4

5

6
7

8
9

1
7

1
8

1
9

2
0

2
1

2
2

2
3

1
0

1
1

1
2

1
3

1
4

1
5



PARTIE III. Penicillium ligerum:une nouvelle espèce fongique marine 

158 

2.3.1.3. Evaluation biologique du FD-838 

Le composé FD-838 purifié a pu faire l‘objet d‘une évaluation préliminaire de son activité cytotoxique 

sur la lignée cellulaire KB. Les tests ont été réalisés en triplicata, à 6 concentrations : 0,625 µM, 

1,25 µM, 2,5 µM, 5 µM, 10 µM, 20 µM. La FigureIII-52 présente les résultats obtenus. 

 

 

FigureIII-52 : Evaluation de l’activité cytotoxique du FD-838 sur la lignée cellulaire KB  

(échelle semi-logarithmique) 

 

Le composé présente une activité antiproliférative ou cytotoxique dose dépendante pour des 

concentrations testées entre 0,625 et 20 µM. La diminution de la viabilité cellulaire s‘élève à 55% à la 

concentration maximale testée, le composé présente donc une activité faible ne permettant pas de 

calculer une CI50 dans la gamme de concentrations testées.  

2.3.1.4. Etude bibliographique : discussion 

Le FD-838 a été isolée pour la première fois en 1985 par Mizoue et al. à partir d‘un extrait d’Aspergillus 

fumigatus Fresenius (Mizoue et al., 1987). Seules huit références concernant cette molécule sont 

indexées dans la base de données SciFinder. Après sa découverte en 1985 et la parution en 1987 du 

brevet de la société Taisho Pharmaceutical®, aucune donnée sur cette molécule n‘apparait dans la 

littérature avant 2008 et la mise au point de sa synthèse.  

 Organismes producteurs 

Aucun autre organisme que le micromycète Aspergillus fumigatus n‘a été rapporté comme producteur 

de FD-838. La présence de cette molécule dans le métabolome d‘un Penicillium constitue donc une 

découverte intéressante. 

 Synthèse 

La synthèse du noyau azaspirobicyclique via des réactions asymétriques de Stetter a été publiée en 

2008 par (Orellana et Rovis, 2008). Hayashi et al. publient en 2009 quant à eux la synthèse totale du 

FD-838 (Hayashi et al., 2009). 
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 Analogues structuraux 

La céphalimysine A a été décrite pour la première fois en 2007 comme produite par une souche 

d‘Aspergillus fumigatus isolée d‘un poisson marin Mugil cephalus (mulet cabot) (Yamada et al., 2007). 

Yamada et al. en 2010 isolèrent ensuite du même organisme fongique trois diastéréoisomères du FD-

838 les céphalimysines B, C et D. 

En 2012, Martinez-Luiz et al. présentent l‘isolement de quatre composés de cette série chimique 

produits par une souche d‘Aspergillus endophyte : la pseurotine A, la 14-norpseurotine A, le FD-838 et 

la pseurotine D (Martinez-Luis et al., 2012). 

Bien que le genre Aspergillus semble être le producteur majeur de ces composés, il n‘est pas le seul 

puisque le genre Neosartorya a été rapporté comme producteur de l‘azaspirène (Asami et al., 2002). La 

pseurotine A a été isolée pour la première fois d‘un extrait d‘une souche de Pseudeurotium ovalis Stolk 

en 1976 par Bloch et al. (Bloch et al., 1976). Enfin, la pseurotine A a aussi été rapportée comme 

produite par Aspergillus fumigatus avec son dérivé 8-O-déméthylpseurotine A (Wenke et al., 1993). Les 

structures de ces analogues sont présentées dans la FigureIII-53. 

 

 

FigureIII-53: Structure des molécules à noyau spirofuranone lactame : la molécule FD-838, la pseurotine 

A, le synerazol, l’azaspirene et les céphalimysines A-D 

 

 Biosynthèse du FD-838 

La biosynthèse de ces composés au squelette rare reste peu élucidée, bien que deux études aient 

montré, par incorporation de précurseurs contenant des isotopes stables, que la pseurotine A est un 

métabolite à biosynthèse mixte PKS/NRPS assemblé à partir d'un méthylmalonate, de quatre 

malonates, d‘une phénylalanine et de deux methionines (Mohr et Tamm, 1981). Le squelette carboné 

du synerazol étant identique à celui de la pseurotine A, il a été supposé que le synerazol soit 

vraisemblablement biosynthétisé à partir des mêmes précurseurs que la pseurotine (Maiya et al., 2007). 

Dans une étude récente, la compréhension de la biosynthèse de la pseurotine A a été complétée par 

Wiemman et al.Figure III-54. 
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Figure III-54 : Hypothèse de biosynthèse de la pseurotine A (Wiemann et al., 2013) 

PKS/NRPS hybride catalysant la formation du squelette de la pseurotine A ; PsoF, O-methyltransferase 

impliquée dans la méthylation de l‘hydroxyle en C8 de l‘azaspirène  ; PsoE, GST participant à l‘oxydation de 

la chaîne diènique. Les points d‘interrogation indiquent les enzymes étant hypothétiques.  

 

Concernant le FD-838, il n‘existe aucune étude biosynthétique. Néanmoins, du point de vue de leur 

structure, on peut remarquer que le cycle furane substitué par un groupement éthyle du FD-838 

comporte le même nombre de carbone que la chaîne alkyle latérale du synérazol et de la pseurotine A. 

De plus, ces trois molécules présentent la même stéréochimie. Si l‘on se réfère à ce qui est décrit dans 

la littérature, la formation du noyau furane est faite classiquement par une cytochrome P450 oxydase 

via une cyclisation oxydative post-PKS d‘un β-cétoisoprène (Dewick, 2011). La Figure III-55 propose 

ainsi une hypothèse de biosynthèse du FD-838. 

 

 

Figure III-55 : Hypothèse de biosynthèse du FD-838 
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 Activités biologiques 

Le FD-838 a fait notamment l‘objet d‘un brevet de la société Taisho Pharmaceutical publié en 1987 et 

intitulé : « Physiologically active substance FD-838 and process for preparing the same ». (Mizoue et 

al., 1987). Cette molécule aurait une activité inhibitrice in vitro de la différenciation des cellules 

leucémiques. Parmi les diastéréoisomères du FD-838, la céphalimysine A présente une activité 

cytotoxique contre des lignées cellulaires de lymphome murin P388 et de promyéloblaste humain HL-

60 avec des CI50 de 15 nM sur cellules P388 et 9,5 nM sur cellules HL-60 (Yamada et al., 2007). La 

céphalimysine B ne présente pas d‘activité cytotoxique contre les cellules cancéreuses testées : P388, 

HL-60, L1210 et KB. Une seconde étude réalisée par Yamada et al. en 2010 révèle que les 

céphalimysines A, C et D présentent toute la même activité modérée sur les cellules P388 et HL-60 

(CI50 autour de 55µM) (Yamada et al., 2010). Asami et al. révèlent aussi une activité anti-angiogénique 

de l‘azaspirène (Asami et al., 2002) ; (Asami et al., 2008). Martinez-Luiz et al. rapportent des activités 

anticancéreuses modérées et d‘importantes activités antileishmaniennes de la pseurotine A, de la 14-

norpseurotine A, du FD-838, de la pseurotin D, et de la fumoquinone B (Martinez-Luis et al., 2012). 

D‘autres activités biologiques ont été décrites ; le FD-838 serait aussi antifongique et inhiberait la 

croissance de certaines bactéries Gram+. Des modifications mineures des substituants du noyau 

spirofuranone lactame entraîneraient de grandes modifications des activités biologiques. Par exemple, 

l‘azaspirène possède des propriétés anti-angiogéniques et le synerazol plutôt une activité antifongique 

et antibactérienne (Ando et al., 1991). 

2.3.2. Isolement et identification du composé 351-N3 

2.3.2.1. Purification du composé 351-N3 

 1ère étape de fractionnement B : Chromatographie flash  

Une partie de la fraction 7h (50mg) a en parallèle fait l‘objet d‘un fractionnement par 

chromatographie flash en phase normale (colonne Interchim Si-OH 4 g 50 µm). L‘échantillon a 

d‘abord été adsorbé sur de la silice puis conditionné dans une cartouche d‘injection. Le système 

d‘élution était composé d‘un gradient binaire allant de 100% d‘hexane à 100% d‘AcOEt en 80 min à 7 

mL/min. Quinze fractions ont été obtenues. Leur profil CCM est présenté dans la FigureIII-56. La 

fraction 7h-B8 contenant un produit majoritaire (351-N3 ; 1,1 mg), nous avons cherché à l‘identifier. 
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FigureIII-56: CCM bilan du fractionnement B de la fraction 7h 

(silice, éluant : CH2Cl2/MeOH 90 :10 (v/v) puis hexane/acétate d’éthyle 60 :40 (v/v),  

révélation : vanilline sulfurique, trait plein observation à 365 nm et pointillés à 254 nm)  

2.3.2.2. Elucidation structurale du composé 351-N3 

 Analyse par HPLC-UV/DAD-HRMS/MS 

Le composé 351-N3 a été analysé par couplage HPLC-UV/DAD-HRMS/MS(selon la méthode 

analytique B, Annexe II).La spectrométrie de masse haute résolution ESI-SM+/- a révélé la présence 

d‘un ion majoritaire en mode négatif sous la forme [M-H]- de m/z257,0446 et en mode positif sous la 

forme [M+H]+ de m/z 259,0593 (FigureIII-57 et FigureIII-58). 

 

 

FigureIII-57: Spectre de masse du composé 7h-B8 en ionisation négative et spectre MS/MS (énergie de 

collision 8%) de l’ion de m/z 257,0446 

 

 

FigureIII-58: Spectre de masse du composé 7h-B8 en ionisation positive et spectre MS/MS (énergie de 

collision 8%) de l’ion de m/z 259,0563 

B1    B2     B3     B4     B5    B6     B7    B8     B9   B10   B11   B12   B13  B14  B15

150 200 250 300 350 400 450 500 m/z
0.0

2.5

5.0

Inten. (x10,000,000)

257.0446

371.0389
112.9857

226.9789
515.0995

287.0555

150 200 250 300 350 400 450 m/z
0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

1.50

Inten. (x1,000,000)

213.0548

185.0605157.0667

272.0321
242.0254167.0524

[M-H]-

HRMS -ESI- HRMS/MS

100 150 200 250 300 350 400 450 500 m/z
0.0

2.5

5.0

Inten. (x10,000,000)

259.0563

289.0663250.1737

150 200 250 300 350 400 450 500 m/z
0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

Inten. (x1,000,000)

244.0331

213.0542

191.0677

151.0381

185.0588

262.0714133.0682

[M+H]+

HRMS -ESI+ HRMS/MS
259,0593



PARTIE III. Penicillium ligerum:une nouvelle espèce fongique marine 

163 

Grâce au logiciel Formula predictor qui prend en compte le m/zde l‘ion, le profil isotopique et les 

fragments MS/MS du composé, on peut émettre l‘hypothèse d‘une molécule ayant la formule brute 

suivante : C14H10O5([M+H]+m/zthéo 259,0601, Δppm 3,10 et [M-H]-m/zthéo 257,0, Δppm 0,59). Après 

interrogation des bases de données (Nielsen 474 composés (Nielsen et al., 2011), Antibase 

2011(Laatsch, 2011)) 2 hits majoritaires ont pu être identifiés. Le produit 351-N3 pourrait 

correspondre à l‘alternariol (une dibenzo-α-pyrone) ou à la norlichéxanthone (1,3,6-trihydroxy-8-

méthylxanthone), toutes les deux de formule brute C14H10O5. 

Ces molécules absorbent toutes les deux dans les UV mais possèdent des chromophores différents. La 

comparaison des λmax avec celles des 2 molécules possibles va dans le sens de l‘hypothèse 

norlichéxanthone (Nielsen et al., 2011) (FigureIII-59). 

 

 

FigureIII-59 : Spectre UV-visible du composé 351-N3et comparaison des λmax avec ceux de l’alternariol et 

de la norlichéxnthone décrits par Nielsen et al.(Nielsen et al., 2011) 

 

 Analyses RMN 

Les analyses en RMN 1D et 2D ont pu être réalisées afin de valider l‘identification du composé 351-

N3. Le spectre RMN-1H (FigureIII-60) révèle la présence : 

- d‘un méthyle (δH = 2,77 ppm), 

- d‘un couple de protons avec une constante de couplage de 2,4 Hz correspondant à un 

couplage de deux protons positionnés en méta sur un cycle aromatique (δH = 6,09 ppm et δH = 6,21 

ppm)  

- de deux protons équivalents (δH = 6,58 ppm). 

Ces données recueillies pour le composé 351-N3 concordent avec l‘identification de la 

norlichéxanthone. L‘équivalence des déplacements chimiques des protons H5 et H7 est fortuite étant 

donné l‘environnement différent de ces deux protons mais ceci avait également été observé par 

Mutanyatta (Mutanyatta et al., 2003). 
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FigureIII-60: Spectre 1H-RMN (500 MHz, CD3OD) du composé 351-N3 

 

L‘analyse des données de RMN-13C ainsi que les données de RMN-2D viennent conforter 

l‘identification du composé 351-N3 qui correspond donc bienà la norlichéxanthone (Tableau III-19, 

FigureIII-61 et FigureIII-62).L‘ensemble des spectres RMN et des données physico-chimiques de ce 

composé sont présentés dans l‘Annexe V. 
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Tableau III-19 : Données RMN 1D (13C et 1H) et corrélation RMN 2D (HSQC, COSY et HMBC) du 

composé 351-N3 

position 
13C, δC 

(ppm) 

HSQC 1H-13C (1J) 
1H, δH (ppm) 

(multiplicité : intégration : couplage J ) 

COSY 1H-1H 
1H, δH (ppm) 

HMBC 1H-13C (2J, 3J, 4J) 
13C, δC (ppm) 

1 158,8    

2 99,1 6,09 (1H, d, 2,1Hz) 6,21 94,5; 103,9; 165,2; 166,8 

3 166,8    

4 94,5 6,21 (1H, d, 2,6Hz) 6,09 99,1; 103,9; 158,8; 166,8 

4a 165,2    

5 101,8 6,58 (1H, s)  23,8; 101,8; 112,6; 117,6; 161,0; 165,2 

5a 161,0    

6 165,2    

7 117,6 6,58 (1H, s) 2,77 23,8; 101,8; 112,6; 117,6; 161,0; 165,2 

8 144,7    

8a 112,6    

9 183,5    

9a 103,9    

8-CH3 23,8 2,77 (3H , s ) 6,58 112,6; 117,6; 144,7 

 

 

FigureIII-61 : Corrélations 1H-1HCOSY observées pour le composé 351-N3 

 

 

FigureIII-62 : Corrélations 1H-13C HMBC observées pour le composé 351-N3 
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2.3.2.3. Evaluation biologique de la norlichéxanthone 

L‘activité cytotoxique du composé 351-N3 a pu être évaluée sur la lignée cellulaire KB pour des 

concentrations de norlichéxanthone comprise entre 0,625 µM et 20 µM. Ce composé ne présente pas 

de cytotoxicité notable sur les cellules KB aux concentrations testées. 

2.3.2.4. Etude bibliographique : discussion 

La norlichéxanthone autrement dénommée 1,6,8-Trihydroxy-3-méthylxanthone ou encore 

fusarindine a été isolé en 1968 d‘un lichen (Leucanora reuteri) (Santesson, 1968). Avant son isolement, 

ce composé était connu comme un intermédiaire dans la synthèse de la lichexanthone (Asahina et 

Nogami, 1942). 

 Organismes producteurs 

La norlichéxanthone est une molécule particulièrement retrouvée chez les lichens (Laurera  

benguelensis(Manojlovic et al., 2010),au sein de plusieurs espèces de Lecanora(Huneck et al., 1996). 

Parmi les champignons, cette molécule est produite par divers genres de micromycètes : 

- pour le genre Penicillium chez une espèce marine de Penicillium sacculum(Liu et al., 2012) et chez 

Penicillium patulum(Broadbent et al., 1975).  

- pour le genre Fusariumchez Fusarium sp. (ZZF60) champignon endophyte prélevé dans la mangrove 

de la mer du sud de la Chine (Huang et al., 2012) 

- pour le genre Phomopsischez un Phomopsis marin (Phomopsis sp.) (Yang et al., 2013), 

- pour le genre Nigrosporachez une espèce endophyte de la plante Pongamia pinnata retouvée dans une 

mangrove : Nigrospora sp. MA75, (Shang et al., 2012a) 

- pour le genre Arthriniumchez Arthrinium sp.isolé d‘une éponge de la mer Méditerranée, Geodia 

cydonium(Ebada et al., 2011). 

Cette xanthone est aussi produite par quelques plantes supérieures appartenant à la famille des 

Guttiferae et des Gentianaceae.  

 Biosynthèse de la norlichéxanthone 

La biosynthèse de la norlichéxanthone résulte de la cyclisation d‘un heptacétide pour laquelle entre en 

jeu un domaine NR-PKS typique (Non-Reducing Polyketide Synthase : complexe enzymatique 

polycétide synthase GsfA) (Figure III-63). Le précurseur de la norlichéxanthone peut aussi être engagé 

dans la biosynthèse de la déhydrogriséofulvine et de la griséofulvine, composés aussi présents au sein 

du métabolome de P. ligerumcomme nous le verrons ultérieurement (p188). 
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Figure III-63 : Biosynthèse hypothétique de la norlichéxanthone et de la griséofulvine (Cacho et al., 2013) 

les molécules entourées en rose sont celles observées dans  le métabolome de P. ligerum 

 

 Synthèse 

La synthèse de la norlichéxanthone a été décrite par Sandifer et al. en 1981 (Sandifer et al., 1981) et 

Sundholm en 1978 (Sundholm, 1978). 

 Activités biologiques 

En 2011,Ebada et al. ont évalué l‗activité antiproliférative de la norlichéxanthone et de son dérivé 

déoxy-, l‘anomaline A surquatre lignées cellulaires tumorales (L5178Y (cellules murines de 

lymphome), K652 (cellules humaines de leucémie myéloïde chronique), A2780 (cellules humaines de 

cancer de l‗ovaire) et A2780CisR (cellules humaines de cancer de l‘ovaire résistantes au 

cisplatine)(Ebada et al., 2011). Les deux molécules présentent des activités antiprolifératives sur la 

lignée L5178Y avec des CI50 de 2,74 µM pour la norlichéxanthone et 0,40 µM pour l‘anomaline A. 

Les auteurs ont ensuite testé l‘activité inhibitrice de protéines kinases de ces composés et ont montré 

que l‘inhibition de protéines kinases semble être le mécanisme majeur contribuant à l‘activité 

antiproliférative de ces composés.  

Fotie et al. ont quant à eux attribué à la norlichéxanthoneune activité contre le paludisme lors de tests 

in vivo avec une dose de 20 mg/kg,réduisant de 44,3% le pourcentage d‘érythrocytes infectés.Dans 

cette série chimique, la molécule 1,3,6,8-tétrahydroxyxanthone est présentée comme la meilleure 

candidate pour le traitement du paludisme avec 70,5% de diminution d‘érythrocytes infectés (Fotie et 

al., 2003). 

La norlichéxanthone possède aussi une légère activité antimicrobienne contre Staphylococcus. 

aureus(CI50 = 20,9 µM) mais est inactive contre Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Escherichia coli et 

Pseudomonas aeruginosa PA01. 
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2.3.3. Isolement et identification du composé 351-N4 

2.3.3.1. Purification du composé 351-N4 

 1ère étape de fractionnement C : Chromatographie flash  

Le même fractionnement par chromatographie flash que l‘étape B a été renouvelé mais cette fois-ci 

avec les 250 mg restant de la fraction 7h sur une colonne de silice de 25 g avec un débit de 20 mL/min 

(fractionnement C). La composition des fractions a été évaluée par CCM phase normale 

(FigureIII-64). La fraction C10 (1,9 mg) contenait un produit très majoritaire que nous avons nommé 

351-N4. Nous avons procédé à son identification. 

 

 

FigureIII-64 : CCM bilan du fractionnement C de la fraction 7h 
(silice, éluant : CH2Cl2/MeOH 90 :10 (v/v) puis hexane/acétate d‘éthyle 60  :40 (v/v),  

révélation : vanilline sulfurique trait plein observation à 365 nm et pointillés à 254 nm)  

2.3.3.2. Elucidation structurale du composé 351-N4 

 Analyse par HPLC-UV/DAD 

Le composé 7h-C10 a facilement pu être identifiégrâce à son pectre UV et par comparaison à un 

standard sur CCM puis en HPLC-UV/DAD (FigureIII-65). Il s‘agit de l‘orcinol. 

C1    C2     C3     C4     C5    C6     C7     C8     C9    C10   C11   C12   C13  C14  C15   C16   C17  C18   C19
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FigureIII-65 : Chromatogrammes LC-UV/DAD 

A. du produit 351-N4, B. de l’orcinol, C. Spectre UV visible de l’orcinol 
(silice, élution en isochratique hexane/éther diéthylique/acide formique 62:37:1 (v/v/v), débit 1 mL/min) 

A. CCM comparative des deux produits (D)  
(silice, éluant : hexane/éther diéthylique/acide formique 61:36:3 (v/v/v), révélation : vanilline sulfurique) 

 

2.3.3.3. Etude bibliographique : discussion 

La présence de cette molécule n‘est pas étonnante. En effet, la 

déréplication de l‘extrait MMS351YES réalisée lors de la thèse de 

Marieke Vansteelandt, avait mené à l‘identification de deux 

polycétides : l‘acide penicillique et l‘acide orsellinique. La présence 

concomitante de ces deux molécules s‘explique par leur voie de 

biosynthèse, puisque la biosynthèse de l‘acide pénicillique se fait 

par l‘intermédiaire de l‘acide orsellinique (Figure III-66). L‘orcinol 

est quant à lui le premier métabolite de l‘acide orsellinique dans 

cette voie biosynthétique. L‘acide orsellinique formé par 

condensation des unités acétyl-CoA et malonyl-CoA subit une 

décarboxylation pour former l‘orcinol. 

 

Cette molécule étant très connue, nous n‘avons pas continué plus 

en détails son étude. 
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2.3.4. Purification de molécules de la fraction 7h : Conclusion 

L‘isolement des composés majoritaires de la fraction 7h a pu être réalisée en parallèle avec trois 

protocoles de purification par chromatographie flash.L‘étude chimique de cette fraction a montré la 

présence de 4 composés majoritaires (FigureIII-67) dont trois ont pu être isolés (l‘orcinol, le FD-838 et 

la norlichéxanthone). 

 

FigureIII-67 : Chromatogramme UV à 254 nm et CCM de la fraction 7h 
silice, éluant : CH2Cl2/MeOH 90 :10 (v/v) puis hexane/acétate d‘éthyle 60  :40 (v/v),  

révélation : vanilline sulfurique 

 

Seul l‘acide orsellinique présent en grande quantité dans la fraction n‘a pas été purifié mais il avait pu 

être identifié avec certitude par déréplication de la fraction et comparaison à la base de données 

interne contenant le spectre UV-visible et le temps de rétention standard des composés isolés au sein 

du laboratoire. Par ailleurs, il n‘est pas étonnant de retrouver ce composé ainsi que l‘orcinol puisque 

ces métabolites de la classe des polycétides sont très fréquemment retrouvés dans les extraits de 

micromycètes, du fait de leur position de précurseurs dans la biosynthèse de nombreux métabolites 

aromatiques (phénoliques, phénones, …). Ils sont notamment impliqués dans la biosynthèse de l‘acide 

pénicillique, molécule produite en très grande quantité par la souche MMS351 (production estimée à 

environ 10% de la masse de l‘extrait brut). 

Parmi les molécules à noyau azaspirofurane, le FD-838 est celui qui semble avoir été purifié mais la 

présence de diastéréoisomères de cette molécule telles que les céphalimysines ont aussi pu être 

détectées par les analyses LC-UV/DAD-HRMS-MS.  

Le FD-838 devra faire l‘objet d‘une évaluation d‘activité antiproliférative sur cellules d‘ostéosarcomes 

afin de savoir si l‘activité de la fraction mère 7h sur les cellules POS-1 peut lui être imputée. Dans le 

cas contraire, la purification des composés minoritaires de cette fraction pourrait être envisagée. 
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2.4. Purification de molécules de la fraction 8a 

La fraction 8a qui suit la fraction 7h préalablement étudiée, possède de nombreux points communs 

avec celle-ci comme le montre la CCM (FigureIII-32, p141). En particulier, le grand spot rouge qui 

correspond à l‘acide orsellinique et à l‘orcinol. Lors de l‘analyse en HPLC-UV/DADréalisée dans les 

mêmes conditions que pour la fraction 7h (FigureIII-67), on a pu détecter en plus de l‘orcinol et de 

l‘acide orsellinique, la norlichéxanthone et le FD-838 ou l‘un de ses stéréoisomères. La molécule 

correspondant au pic important de tR de 19,9 min, a été purifiée. 

 

 

FigureIII-68 : Chromatogramme UV à 254 nm de la fraction 8a 

 

2.4.1. Purification du composé 351-N5 

2.4.1.1. 1ère
 étape de fractionnement : Chromatographie flash 

La première étape de fractionnement de la fraction 8a a été effectuée par chromatographie flash en 

phase normale (colonne Interchim de 4g silice standard 50 µm). La fraction (144 mg)a été adsorbéau 

préalable sur silice afin d‘effectuer un dépôt sec. Le système d‘élution consistait en un gradient 

hexane/acétone 100:0 à 0:100 (v/v) appliqué à un débit de 7 ml par minute. Quatorze fractions ont 

ensuite été constituées en fonction des profils CCM obtenus. 

La fraction 8a-11 a été sélectionnée pour la suite de l‘étude puisque sa masse était la plus importante 

des 14 fractions (50,7 mg, soit 35% de la masse de la fraction 8a d‘origine), mais aussi parce que son 

analyse HPLC-UV/DAD-HRMS/MS a révélé une composition moléculaire relativement simple 

excluant les composés préalablement isolés (Figure III-69). 
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Figure III-69 : Chromatographie flash de la fraction 8a : Chromatogramme UV (200-400 nm) et gradient 

binaire de la phase éluante (Hexane/Acétone) 

 

2.4.1.2. 2ème
 étape de fractionnement : CLV 

Une deuxième étape de fractionnement a donc été réalisée à partir de la fraction 8a-11 par 

chromatographie liquide sous vide sur une colonne de silice greffée C18 (50-60 µm, SDS, Chromagel). 

La fraction 8a-11 (15,9 mg) a été adsorbée sur 50 mg de C18 pour le dépôt sec. L‘élution a été réalisée 

grâce à l‘application de mélanges de solvant de polarité croissante H2O/Acétonitrile (v/v) de 100:0 

(v/v) à 0:100 (v/v). Les 7 fractions obtenuesont été analysées par couplage HPLC-HR-MS/MS-

UV/DAD, en mode positif. Il est apparu que les fractions 8a-11-a3 et 8a-11-a5 avaient la même 

composition, avec la présence d‘un seul composé nommé 351-N5.  

2.4.2. Analyse structurale du composé 351-N5 

2.4.2.1. Analyse par HPLC-UV/DAD-HRMS/MS 

Le composé isolé a été analysé par HPLC-UV/DAD-HRMS/MS (selon la méthode analytique B, 

Annexe II).Au tR de 8,6 min, un pic unique est observé pour un ion pseudo-moléculaire de 

m/z259.0592 correspondant à l‘adduit [M+H]+ de la molécule dont la formule brute la plus probable 

prédite par le logiciel Formula Predictor®était C14H10O5([M+H]+m/zthéo 259,0601, Δppm 3,49)(Figure 

III-71). Cette masse exacte et cette formule brute associée sont similaires à celles observées pour le 

composé 351-N3 identifié comme la norlichéxanthone. 

Lors de l‘élucidation structurale du composé 351-N3, deux hypothèses d‘identification avaient été 

formulées : l‘isolement de la norlichéxanthone ou de l‘alternariol, ces composés ayant la même 

formule brute. Il est important de noter que le tR de 351-N5 est différent du tR de la norlichéxanthone. 

Les molécules possèdent des chromophores différents et il est donc aisé de les distinguer avec des 

Hexane

Acetone

MeOH8a-11
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analyses LC-UV/DAD. Ainsi, le composé 351-N4 présente un spectre UV visible similaire à celui de 

l‘alternariol, avec cinq bandes d‘absorption caractéristique à 202, 254, 288, 299 et 338 nm (Figure 

III-70). 

 

Figure III-70 : Spectre UV-visible du composé 351-N5 

 

De plus, l‘analyse des fragmentations obtenues par MS/MS permet d‘étayer cette hypothèse 

d‘identification avec l‘observation d‘un fragment de m/z 213,0525, [M-HCOOH+H]+ qui pourrait être 

généré par l‘ouverture du cycle lactonique et la perte du groupement carboxyle. Néanmoins, ce 

fragment étant peu caractéristique, l‘identification du composé 351-N5 devait être confirmée par des 

analyses RMN 1D et 2D. 

 

 

Figure III-71 : Spectre de masse du composé 351-N5 en ionisation positive (A) et spectre MS/MS 

(énergie de collision 8%) de l’ion de m/z 259,0572 (B) 
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2.4.2.2. Analyse RMN 

Les analyses RMN 1D et 2D du composé 351-N5 dans le méthanol deutéré ont pu être effectuées. 

L‘analyse des données RMN-1H révèle la présence d‘un méthyle (δH = 2,75 ppm) et de quatre 

doublets avec une constante de couplage de 2,5 Hz correspondant à des couplages en méta de deux 

protons présents sur un cycle aromatique (FigureIII-73). 

Les analyses en RMN 1D et 2D ont permis de valider l‘identification du composé 351-N5qui 

correspond à de l‘alternariol (FigureIII-72, Tableau III-20, FigureIII-74 et FigureIII-75). L‘ensemble 

des spectres RMN et des données physico-chimiques de ce composé sont présentés dans l‘Annexe VI. 

 

 

FigureIII-72 : Composé 351-N5 : alternariol 

 

FigureIII-73 : Spectre 1H-RMN (500 MHz, CD3OD) du composé 351-N5 
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Tableau III-20 : Données RMN 1D (13C et 1H) et corrélation RMN 2D (HSQC, COSY et HMBC) 

du composé 351-N5 

position 13C, δC (ppm) 

HSQC 1H-13C (1J) 
1H, δH (ppm) 

(multiplicité : intégration : 

couplage J ) 

COSY 1H-1H 
1H, δH (ppm) 

HMBC 1H-13C (2J, 3J, 4J) 
13C, δC (ppm) 

1 98,6    

2 167,0    

3 102,4 6,33 (1H, d ,1,9 Hz) 7,22 98,6; 106,2 ; 166,3 ; 168,5 

4 166,3    

5 106,2 7,22 (1H, d, 1,9 Hz) 6,33 98,6 ; 102,4 ; 111,1 ; 167,0 ; 168,5 

6 139,9    

7 111,1    

8 140,1    

9 118,7 6,68 (1H, d, 2,5Hz) 2,75 ; 6,59 26,0 ; 102,9 ; 111,1 ; 160,1 

10 160,1    

11 102,9 6,59 (1H, d, 2,5Hz) 6,68 111,1 ; 118,7 ; 154,6 ; 160,1 

12 154,6    

13 168,5    

8-CH3 26,0 2,75 (3H, s) 6,68 106,2 ; 111,1 ; 118,7 ; 139,9 

 

 

FigureIII-74 : Corrélations 1H-1HCOSY observées pour le composé 351-N5 

 

FigureIII-75 : Corrélations 1H-13C HMBC observées pour le composé 351-N5 

 

2.4.3. Evaluation biologique de l’alternariol 

L‘activité cytotoxique de l‘alternariol a pu être évaluée sur la lignée cellulaire KB et aucune activité 

cytotoxique n‘a été observéepour des concentrations testées de 0,625 µM à 20 µM. 
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2.4.4. Etude bibliographique : discussion 

L‘alternariol est une dibenzopyrone caractéristique du genre Alternaria qui a été isolée pour la 

première fois en 1953 d‘un Alternaria tenuis (Raistrick et al., 1953). Cette molécule est décrite par 

Holker et al. en 1983 comme aussi produite par des Penicillium (Penicillium diversum) (Holker et al., 

1983).  

 Biosynthèse de l’alternariol 

En 1986, Stinson et al. posent l‘hypothèse que l‘alternariol serait produit suite à l‘ouverture du cycle de 

la norlichéxanthone (Figure III-76) (Stinson et al., 1986), hypothèse appuyée par la présence conjointe 

de ces deux produits au sein du métabolome de notre souche MMS351. 

 

 

Figure III-76 : Biosynthèse hypothétique de l’alternariol via la norlichéxanthone (Stinson et al., 1986) 

 

Cependant, une seconde étude des voies de biosynthèse de l‘alternariol est venue un an après réfuter 

l‘hypothèse précédente (Dasenbrock et Simpson, 1987). En effet, cette étude chez Alternaria tenuis, a 

montré l'incorporation d'acétate marqué au 14C dans la structure de l'alternariol qui dérive alors d‘une 

chaine polycétide de 14 carbones qui se cyclise (Figure III-77). Deux aldolisations suivies de 

l‘énolisation des cycles permettent d‘obtenir une structure biphényl qui après lactonisation mène à la 

formation de l‘alternariol (Dewick, 2011). 
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Figure III-77 : Biosynthèses hypothétiques de l’alternariol (Dewick, 2011) 

 

 Activités biologiques 

Concernant les activités biologiques, des propriétés mutagènes ont été reportées (Brugger et al., 2006; 

Schrader et al., 2006). L‘alternariol est d‘ailleurs considéré comme une mycotoxine. Celle-ci n‘est 

cependant pas encore réglementée mais sera contrôlée prochainement par l‘Union Européenne dès 

que les taux maximums admis dans les produits alimentaires auront été définis par l‘EFSA (European 

Food Safety Authority). Ainsi, Prelle et al. décrivent en 2013 une méthode de détection et de 

quantification rapide par chromatographie liquide couplée à un spectromètre de masse à triple 

quadrupole et source APCI (atmospheric pressure chemical ionisation)(Prelle et al., 2013). En plus de 

l‘alternariol, deux de ses analogues sont aussi recherchés, le 5-O-méthyl-alternariol et l‘alténuène. 

Plusieurs autres équipes proposent aussi des méthodes UHPLC-MS/MS pour la détection rapide de 

ces mycotoxines dans les denrées alimentaires (Vaclavik et al., 2013; Yogendrarajah et al., 2013). 

 

 

Figure III-78 : Structure de l’alternariol et de deux analogues 

 

2.4.5. Purification de molécules de la fraction 8a : Conclusion 

Les purifications effectuées à partir de la fraction 8a ont menées à l'isolement de l'alternariol. 

L'analyse déréplicative de cette fraction révèle la présence d‘acide orsellinique ainsi que d'un analogue 

de ligérine : la 7-chloro-fumagilline qui bien que facilement synthétisable serait intéressante à purifier 

du fait de l'originalité de ce métabolite. Ce dernier composé est peut-être d‘ailleurs le composé 

responsable de l‘activité antiproliférative observée pour la fraction 8a sur les cellules POS-1. 
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2.5. Purification de molécules de la fraction 9abc 

Les fractions 9a, 9b et 9c initiales ont été rassemblées. Elles présentent un profil chimique différent des 

fractions étudiées auparavant. Deux composés ont été isolés à partir de cette fraction : les composés 

351-N6 et 351-N7. 

2.5.1. Purification des composés351-N6 et 351-N7 

2.5.1.1. 1ère étape de fractionnement : Chromatographie flash 

La première étape de fractionnement de la fraction 9abc (600 mg) a été effectuée par chromatographie 

flash en phase normale avec un système d‘élution en gradient allant de 100% de CH2Cl2/ à 100% de 

MeOH. Quatorze fractions ont ainsi pu être obtenues. Dans un des tubes de collecte, une molécule a 

cristallisé et les cristaux ont donc été récupérés par filtration sur Büchner. Ce composé a été nommé 

351-N6 (24,5 mg). Les analyses HPLC-UV/DAD-HRMS/MS des fractions obtenues ont révélé la 

présence d‘un deuxième composé pur correspondant à la fraction 2. Ce composé a été nommé 351-N7 

(3,4 mg). 

2.5.2. Etude du composé 351-N6 

2.5.2.1. Analyse structurale du composé 351-N6 

 Analyse par HPLC-UV/DAD-HRMS/MS 

Le composé 351-N6 a été analysé par HPLC-UV/DAD-HRMS/MS (selon la méthode analytique B, 

Annexe II). Ce composé présente un spectre UV-visible caractéristique identique à celui de l‘émodine 

avec cinq bandes d‘absorption à 222, 254, 267, 288, 440nm (FigureIII-79) indiquant que nous devons 

sans doute être en présence d‘une anthraquinone. Les analyses de spectrométrie de masse nous ont 

permis de réfuter la purification de l‘émodine puisque l‘ion pseudo-moléculaire observé présente un 

m/zde 285.0714dans le cas d‘une ionisation positive. A priori cette molécule correspond à l‘adduit 

[M+H]+ d‘un composé dont la formule brute la plus probable serait C16H12O5 (FigureIII-80). L‘analyse 

de la fragmentation MS/MS révèle la présence de nombreux ions fils ne correspondant pas à des 

pertes de neutre facilement interprétables. Des analyses de RMN ont alors été entreprises afin 

d‘élucider la structure de ce composé. 
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FigureIII-79: Spectre UV-visible du composé 351-N6 (λmax 222, 254sh, 267, 288, 440 nm) 

 

FigureIII-80 : Spectre de masse du composé 351-N6 en ionisation positive et spectre MS/MS 

(énergie de collision 8%) de l’ion de m/z 285,0714 

 

 Analyse RMN 

L‘analyse des données RMN-1H (Figure III-81) révèle la présence d‘un méthyle (δH = 2,46 ppm) et de 

deux couples de protons :  

- deux doublets avec une constante de couplage de 2,4 Hz correspondant à un couplage en méta de 

deux protons présents sur un cycle aromatique (δH = 6,69 ppm et δH = 7,37 ppm)  

- deux doublets avec une constante de couplage d‘environ 1 Hz correspondant àun autre couplage 

en méta de deux protons présents sur un cycle aromatique (δH = 7,09 ppm et δH = 7,63 ppm).  

Ce spectre RMN 1H est très proche de celui de l‘émodine avec néanmoins la présence d‘un signal 

supplémentaire correspondant à trois protons sous la forme d‘un singulet de déplacement chimique 

3,95 ppm, laissant supposer la présence d‘un méthoxyle.  

L‘étude complète des analyses en RMN 1D et 2D ont permis de finaliser l‘élucidation structurale du 

composé 351-N6 qui correspond au physcion : une anthraquinone. L‘ensemble des spectres RMN et 

des données physico-chimiques de ce composé sont présentés dans l‘Annexe VII. 

Au regard du spectre RMN 1H, la molécule ne semble pas complètement pure puisque un signal à un 

δH de 1,26 ppm est observé. 
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Figure III-81 : Spectre 1H-RMN (500 MHz, CDCl3) du composé 351-N6 

 

 

FigureIII-82 : Composé 351-N6 : physcion 
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Tableau III-21 : Données RMN 1D (13C et 1H) et corrélation RMN 2D (HSQC, COSY et HMBC)  

du composé 351-N6 

position 
13C, δC 

(ppm) 

HSQC 1H-13C (1J) 
1H, δH (ppm) 

(multiplicité : intégration : couplage J ) 

COSY 1H-1H 
1H, δH (ppm) 

HMBC 1H-13C (2J, 3J, 4J) 
13C, δC (ppm) 

1 162,4    

2 124,4 7,09 (1H ; s) 2,46 ; 7,63 22,2 ; 113,7 ; 121,2 

3 148,4    

4 121,2 7,63 (1H ; s) 2,46 ; 7,08 22,2 ; 113,7 ; 124,4 ; 182,0 

4a 133    

5 108,1 7,37 (1H ; d ; 2,4Hz) 6,69 106,6 ; 110,2 ; 182,0 

6 166,5    

7 106,6 6,69 (1H ; d ; 2,4Hz) 7,37 108,1 ; 110,2 ; 165,2 

8 165,2    

8a 110,2    

9 182,0    

9a 135    

10 190,8    

10a 113,7    

11 56,1 3,95 (3H ; s)  166,5 

3-CH3 22,2 2,46 (3H ; s) 7,09 ; 7,63 121,2 ; 124,4 ; 148,4 

1-OH  12,12 (s)  113,7 ;124,4 ; 162,4 

8-OH  12,32 (s)  106,6 ; 110,9 ; 165, 

 

 

FigureIII-83 : Corrélations 1H-1HCOSY observées pour le composé 351-N6 

 

 

FigureIII-84 : Corrélations 1H-13C HMBC observées pour le composé 351-N6 

 

2.5.2.2. Evaluation biologique du physcion 

L‘activité cytotoxique du composé 351-N6 a pu être évaluée sur la lignée cellulaire KB avec des 

concentrations de 0,625 µM à 20 µM. Le physcion ne semble pas présenter d‘activité notable sur ce 

modèle cellulaire. 
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2.5.2.3. Etude bibliographique : discussion 

Le physcion(1,8-dihydroxy-6-méthoxy-3-méthylanthraquinone) est aussi dénommé pariétine, 6-O-

méthyl-émodine, ou rhéochrysidine. C‘est une anthraquinone qui diffère de l‘émodine par la présence 

d‘un méthyle supplémentaire sur le carbone 3. Elle est donc tout comme l‘émodine couramment 

observée chez les lichens de la famille des Teloschistaceae. Elle a aussi été isolée de plantes des genres 

Rhamnus et Rheum. Le physcion a déjà été observé comme produit avec l‘émodine par des 

champignons du genre Penicilliumcomme par exemple chez Penicilliummegasporum(Nozawa et al., 

1989 ; Wang et al., 2008 ; Li et al., 2012). Le physcion possède des activités biologiques incluant des 

activités antibactériennes et antifongiques (Agarwal et al., 2000; Manojlovic et al., 2000). La 

biosynthèse de ce composé est présentée dans la partie bibliographique relative à l‘émodine (p147). 

2.5.3. Etude du composé 351-N7 

2.5.3.1. Analyse structurale du composé 351-N7 

 Analyse par HPLC-UV/DAD-HRMS/MS 

Le composé isolé a été analysé par HPLC-UV/DAD-HRMS/MS. Le composé 351-N7 présente un 

spectre UV visible avec trois bandes d‘absorption caractéristique à : 217, 269 et 297 nm (FigureIII-85). 

 

 

FigureIII-85 : Spectre UV-visible du composé 351-N7 (λmax 217, 269, 297 nm) 

 

L‘ion pseudo-moléculaire observé en spectrométrie de masse correspond à un m/z de 225,0729 pour 

une ionisation positive. A priori cetion correspond à l‘adduit [M+H] d‘un composé dont la formule 

brute la plus probable seraitC11H12O5 (FigureIII-86). L‘ion fragmentde m/z 207,0634 indique la perte 

caractéristique d‘H2O. Deux autres ions fragments sont présents : les ions de m/z 179,0696 et 

137,0595 mais il est difficile d‘interpréter leur formation à ce stade. 

https://scifinder.cas.org/scifinder/references/answers/AB968E1AX86F35098X6D59DAE15EE3CD613A:ABB067AFX86F35098X34AE51C83C4870B8D9/12.html?nav=eNpb85aBtYSBMbGEQcXRycnAzNzRLcLCzM3Y1MDSIsLYxNHV1NDZwtjZxMLcwMnCxRKoNKm4iEEwK7EsUS8nMS9dzzOvJDU9tUjo0YIl3xvbLZgYGD0ZWMsSc0pTK4oYBBDq_Epzk1KL2tZMleWe8qCbiYGhooCBgUEQaGBGCYO0Y2iIh39QvKdfmKtfCJDh5x_vHuQfGuDp517CwJmZW5BfVAI0obiQoY6BGaiPASianVsQlFqIJsqYD-cxljAwFeWjutYpPz8nNTHvrEJRw9U5v94BXRsFc20BUDdTcTFQvXZ-UbpecmKxXn5xcmKRXnFqUVlqkV5Kfm5iZp5ecn5ubn6eXjDQQcEFqck2E1YvkJ3-4BQTA5MPA09upX9RSmZeYo53amUJg4YP0CB9oEH6YIP0IQbpQwzShxikD1Rp7cPAnlsJMrG4hEHSB-Ra_dKSzBx9n8y87NQUj8TijODUEuuKggKg48TBngFJ66FI38i5HjX1rpYcKGRhXgargsrvcmmdOm3HdhNmUMiX8wDDR8DegQEMKgC1c6XV&key=caplus_1989:209005&title=U3R1ZGllcyBvbiBmdW5nYWwgcHJvZHVjdHMuICBQYXJ0IDI1LiAgQSBkaW94b3BpcGVyYXppbmUgZGVyaXZhdGl2ZSBmcm9tIFBlbmljaWxsaXVtIG1lZ2FzcG9ydW0&launchSrc=reflist&p=1&sortKey=PUBLICATION_YEAR&sortOrder=DESCENDING
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FigureIII-86 : Spectre de masse du composé 351-N7 en ionisation positive et spectre MS/MS 

(énergie de collision 8%) de l’ion de m/z 225,0729 

 Analyse RMN 

Les analyses RMN 1D et 2D du composé 351-N7 dans le méthanol deutéré ont pu être effectuées. 

L‘analyse des données RMN-1H révèle la présence d‘un méthyle (δH = 2,53 ppm), du fait du 

déblindage plus important des protons apparaissant au déplacement chimique de 3,78 ppm, la 

présence d‘un méthoxyle est fortement supposée, deux protons méthyléniques apparaissent aussi avec 

un déplacement chimique assez déblindé de 3,69 ppm. Enfin, la présence de deux doublets avec une 

constante de couplage de 2,4 Hz correspondant à des couplages en méta de deux protons présents sur 

un cycle aromatique (FigureIII-87). 

L‘étude complète des analyses en RMN 1D et 2D a permis de finaliser l‘élucidation structurale du 

composé 351-N7 qui correspond à l‘acide 3-O-méthyl-curvulinique. L‘ensemble des spectres RMN et 

des données physico-chimiques de ce composé sont présentés dans l‘Annexe VIII. 

 

 

FigureIII-87 : Spectre 1H-RMN (500 MHz, CD3OD) du composé 351-N7 
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FigureIII-88 : Composé 351-N7 :  

acide 3-O-methyl-curvulinique 

 

Tableau III-22 : Données RMN 1D (13C et 1H) et corrélation RMN 2D (HSQC, COSY et HMBC)  

du composé 351-N7 

position 
13C, δC 

(ppm) 

HSQC 1H-13C (1J) 
1H, δH (ppm) 

(multiplicité : intégration : 

couplage J ) 

COSY 1H-1H 
1H, δH (ppm) 

HMBC 1H-13C (2J, 3J, 4J) 
13C, δC (ppm) 

1 137,8    

2 110,8 6,34 (d : 1 : 2,4Hz) 3,69 ; 6,36 40,7 ; 101,2 ; 121,9 ; 163,8 ; 175,4 

3 163,8    

4 101,2 6,36 (d : 1 : 2,4Hz) 6,34 110,8 ; 121,9 ; 160,6 ; 163,8 ; 206,4 

5 160,6    

6 121,9    

7 206,4    

8 32,5 2,53 (s : 3)  121,9 ; 206,4 

9 40,7 3,69 (s : 2)  110,8 ; 121,9 ; 137,8 ; 175,4 

10 175,4    

11 55,9 3,78 (s : 3)  163,8 

 

 

FigureIII-89 : Corrélations 1H-1HCOSY observées pour le composé 351-N7 

 

 
FigureIII-90 : Corrélations 1H-13C HMBC observées pour le composé 351-N7 
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2.5.3.2. Evaluation biologique de l’acide 3-O-méthyl-curvulinique 

L‘activité cytotoxique de l‘acide 3-O-methyl-curvulinique a pu être évaluée sur la lignée cellulaire KB 

pour des concentrations de 0,625 µM à 20 µM. Le composé ne présente pas d‘activité cytotoxique sur 

les cellules KB aux concentrations testées. 

2.5.3.3. Etude bibliographique : discussion 

L‘acide 3-O-méthyl-curvulinique appartient à la famille des polycétides. Il a été isolé pour la première 

fois en 1989 par Kenfield et al. à partir du champignon Drechlera indica (Kenfield et al., 1989). Parmi les 

analogues structuraux de l‘acide O-méthyl-curvulinique, on peut citer l‘acide curvulinique, l‘acide 

curvulique, la curvuline et le curvulol dont les structures sont présentées dans la Figure III-91. Le 

premier isolement de ces deux composés et de la curvuline date de 1962 par Kamal et al. à partir d‘un 

extrait de Curvularia siddiqui (aussi nommé Drechlera papendorfii) (Kamal et al., 1962; Kamal et al., 

1963). Les mêmes auteurs avaient d‘ailleurs procédé à des méthylations de ces composés menant entre 

autre à l‘obtention de l‘acide 3-O-methyl-curvulinique. L‘acide curvulinique et l‘acide curvulique ont 

déjà été observés chez des Penicillium respectivement chez Penicillium canescens(Nakakita et al., 1984) et 

Penicillium janthinellum(Nicoletti et al., 2007). 

 

 

Figure III-91 : Structure de l’acide 3-O-méthyl-curvulinique et de quatre analogues 

 

Concernant les activités biologiques de ces composés, Kenfiel et al. ont rapporté dans le cadre de la 

recherche de nouveaux herbicides, des propriétés phytotoxiques de l‘acide 3-O-méthyl-curvulinique et 

de la curvuline (Kenfield et al., 1989). Des propriétés antibactériennes ont aussi été observées pour 

l‘acide curvulinique testé sur des bactéries des genres Proteus, Bacillus, Xanthomonas et Micrococcus. La 

concentration minimale d‘inhibition (CMI) du développement de ces bactéries est la plus faible et 

égale à 26 µM sur Proteus vulgaris alors qu‘elle est de 208 µM pour Proteus rettgeri, Xanthomonas oryzae, 

Bacillus subtilis, Bacillus brevis, et Micrococcus lysodeikticus (Nakakita et al., 1984).Le curvulol isolé à partir 

d‘un extrait brut de P. sacculum a quant à lui présenté une activité cytotoxique sur les cellules 

tumorales HL-60 avec une CI50 de 8,5 µM. 

2.5.4. Purification de molécules de la fraction 9abc : Conclusion 

Le fractionnement par chromatographie flash de la fraction 9abc amené à l‘isolement de deux 

molécules : le physcion et l‘acide 3-O-méthyl-curvulinique. La présence du physcion dans le 

métabolome de MMS351 n‘est pas étonnante puisque cette anthraquinone est communément 

observée dans le métabolome de micromycètes du genre Penicillium. De plus, nous avions déjà pu lors 

de la purification de la fraction 7ab3 isoler l‘émodine : analogue déméthylé du physcion. La présence 

de l‘acide 3-O-méthyl-curvulinique est également logique, puisque bien que d‘abord associé au 
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métabolome de micromycètes du genre Curvularia, son analogue déméthylé, l‘acide curvulinique a 

déjà été observé chez P. canescens appartenant comme la souche MMS351 à la section Canescentia du 

sous genre Penicillium.  

Les analyses déréplicatives de cette fraction ont par ailleurs aussi révélé la présence de FD-38 ou d‘un 

de ses stéréoisomères. 

2.6. Bilan des purifications réalisées sur la souche MMS351 

Ainsi, les purifications ont mené à l‘isolement de 7 composés :deux anthraquinones : l‘émodine et le 

physcion, une xanthone : la norlichéxanthone, trois autres polycétides : l‘alternariol, l‘orcinol et 

l‘acide 3-O-méthyl-curvulinique et enfin une molécule à noyau -lactame spiro-hétérocyclique, le 

FD838. 

 

 

Figure III-92 : Bilan des purifications (les composés en rouge n’ont jamais été observés chez les Penicillium) 

 

Parmi ces composés, l‘acide 3-O-curvulinique n‘a jamais été observé au sein du métabolome d‘un 

Penicillium mais sa présence n‘est pas singulière puisque son analogue déméthylé, l‘acide curvulinique 

a été observé chez un P. canescens. Par contre, la production par un Penicillium de la molécule FD-838 

constitue une découverte originale puisque cette molécule est essentiellement connue comme produite 

par des micromycètes du genre Aspergillus. Il est d‘ailleurs intéressant de noter qu‘avec le FD-838, la 

fumagilline et ses analogues ont tous été décrits initialement comme produits par Aspergillus fumigatus. 

Retrouver ces composés dans le métabolome d‘une souche de Penicillium est donc très intéressant d‘un 

point de vue taxonomique et montre la proximité de ces deux genres d‘Ascomycètes. 
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D‘un point de vue biosynthétique, la présence concomittante de fumagilline et de FD-838 (analogue 

des pseurotines) va dans le sens de l‘hypothèse de Wieman et al.décrivant la présence d‘un 

supercluster entremêlant les voies de biosynthèses de ces deux types de molécules (Wiemann et al., 

2013 ; cf. bibliographie sur la biosynthèse de la fumagilline, p29). 

L‘ensemble des molécules isolées s‘ajoutent aux composés précédemment purifiés et caractérisés lors 

de la thèse de Marieke Vansteelandt (l‘acide pénicillique et la ligérine) et permettent de compléter la 

chimiothèque du laboratoire constituant entre autres, une source intéressante de molécules pour de 

futurs criblages d‘activités biologiques. Ces composés viennent également enrichir la connaissance du 

métabolome de la nouvelle espèce : P. ligerum qui est en cours de description. La suite de l‘étude du 

métabolome tendra à avoir une vision plus globale et complètesdes métabolites secondaires produits 

par les quatre souches de P. ligerum. 
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3. Etude déréplicative du métabolome de P.ligerum 

Les profils métaboliques des Penicillium étant relativement spécifiques, ils sont venus s‘ajouter aux 

descriptions phénotypiques et génotypiques pour la taxonomie du genre(Frisvadet al., 2004). C‘est 

pourquoi, afin de compléter les études chimiques précédentes, le métabolome secondaire des quatre 

souches (MMS351, 388, 399 et 747) a été étudié par des techniques déréplicatives. 

La déréplication consiste en l‘identification de molécules connues au sein d‘un mélange complexe, 

sans isolement complet au préalable. Pour réaliser la déréplication d‘un extrait, celui-ci est soumis à 

une séparation chromatographique à haute performance, dans des conditions analytiques bien 

définies. Ainsi, pour chaque pic observé un ensemble de données physicochimiques est enregistré 

(temps de rétention, absorbance UV-visible, fragmentation en spectrométrie de masse,…). Ces 

données sont ensuite comparées à des bases de données regroupant ces valeurs pour un ensemble de 

composés déjà décrits, comme : 

- la base de données de Nielsen et al. (métabolites fongiques,Nielsen et al., 2011) 

- le Dictionnary of natural product (DNP, http://dnp.chemnetbase.com)  

- Antibase2011(Laatsch, 2011). 

Les publications concernant les espèces étudiées ou les molécules suspectées sont aussi utilisées pour 

compléter les analyses déréplicatives. Enfin, les données acquises au laboratoire sur des molécules 

isolées/et, ou identifiées sont également pris en compte. La déréplication permet alors d‘affirmer avec 

une plus ou moins grande certitude, la présence de tel ou tel composé dans le mélange étudié. 

3.1. Procédure déréplicative 

La procédure de déréplication développée au laboratoire dérive de la méthode décrite par Nielsen et 

Smedsgaard ((Nielsen et Smedsgaard, 2003), protocole présenté dans l‘Annexe II). Les extraits 

fongiques sont analysés par couplages HPLC-UV/DAD et HPLC-MS/MS basse ou haute résolution. 

Pour chaque pic visualisé sont recueillis manuellement le tR, le spectre UV-visible et les données 

spectrales MS/MS (ion pseudomoléculaire, profil isotopique et fragmentation). Ces données sont 

ensuite comparées à celles de la littérature et tout d‘abord aux bases de données précédemment citées. 

Par ailleurs, les données de spectrométrie de masse haute résolution peuvent être traitées par le logiciel 

MetID (Shimadzu®). Ce logiciel permet comme nous l‘avons vu précédemment (p134) de rechercher 

rapidement au sein d‘une analyse LC-HRMS, les ions pouvant correspondre aux différentes molécules 

connues. Après cette première sélection par le logiciel, la comparaison manuelle des données 

analytiques et spectrales acquises par rapport à celles de la littérature permet de confirmer ou non 

l‘identification des ions sélectionnés. 

3.2. Annotation d’un pic chromatographique : exemple de la griséofulvine 

Afin d‘expliciter au mieux la démarche de déréplication, nous allons détailler l‘exemple de 

l‘identification de la griséofulvine (polycétide chloré) au sein d‘un extrait du champignon étudié. 

Suite à l‘analyse HPLC-UV/DAD-HRMS/MS de l‘extrait de la souche MMS351 cultivée sur milieu 

YES suivie du traitement des données acquises par le logiciel MetID®, on peut s‘interroger sur la 
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présence de griséofulvine au sein du métabolome de cette souche fongique (Figure III-93). 

En effet, les ions de m/z 353,0804 et 375,0655 détectés au tR 21,3 min peuvent correspondre aux ions 

[M+H]+ et [M+Na]+ de la griséofulvine (m/zthéo353,0786 pour [C17H17O6Cl+H]+ ; ∆ 5,54 ppm et 

m/zthéo375,0606 pour [C17H17O6Cl+Na]+ ; ∆ 13,1 ppm). De plus, le profil isotopique mesuré pour l‘ion 

[M+H]+semble correspondre à 87% (Iso Score) avec le profil isotopique théorique d‘une molécule de 

formule brute C17H17O6Cl. 

 

 

Figure III-93 : Exemple de l’identification de la griséofulvine lors de la déréplication  

assistée par le logiciel MetID®d’un extrait de la souche MMS351 cultivée sur milieu YES  

 

Si l‘on compare à présent les données spectrales UV-visible et MS/MS de cette molécule (Figure 

III-94) par rapport aux données présentes dans la base de données de Nielsen et al., on constate 

certaines similitudes : 

- présence des ions fils de m/z 285, 215 et 165 dans les spectres MS/MS en ESI+ 

- spectres UV-visible proches. 

 

Extrait de l’analyse par MetID®

Analyse HPLC-UV/DAD-HRMS/MS de l’extrait de la souche MMS351 cultivée sur milieu YES

RT Area Meas, m/z Pred, m/z Iso Score Déréplication Formula (M) Ion Diff (mDa) Diff (ppm)

21,29 37559478 353,0806 353,0786 87,07 Griseofulvin C17H17O6Cl [M+H] + 2 5,54

21,294 1831254 375,0655 375,0606 63,63 Griseofulvin C17H17O6Cl [M+Na] + 4,9 13,1
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Figure III-94 : Suite de l’exemple de l’identification de la griséofulvine lors de la déréplication  

assistée par le logiciel MetID® d’un extrait de la souche MMS351 cultivée sur milieu YES  

 

Ainsi, l‘ensemble des données semblent bien indiquer la présence de griséofulvine au sein du 

métabolome de la souche MMS351. 

Cette démarche déréplicative nous a permis d‘étudier et de comparer les métabolomes des quatre 

souches fongiques MMS351, MMS388, MMS399 et MMS747.  

3.3. Les molécules dérépliquées dans les extraits des quatre souches de P. ligerum 

Afin de comparer les souches, leurs extraits ont été dérépliqués selon la méthode décrite 

précédemment et un ensemble de 27 composés ont pu être annotés dans les différents 

chromatogrammes. Ainsi en plus de la griséofulvine, de la ligérine et de ses analogues et des produits 

précédemment isolés et identifiés, 13 autres composés ont été détectés au sein des chromatogrammes, 

parmi lesquels quatre polycétides et neuf alcaloïdes indoliques. Avant de comparer les résultats 

obtenus pour les quatre souches, nous allons décrire les caractéristiques physicochimiques des 13 

autres métabolites dérépliqués. 
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3.3.1. Les polycétides 

Cinq polycétides ont été identifiésgriséofulvine et deux de ses analogues, l‘acide pénicillique et son 

précurseur l‘acide orsellinique :  

- la griséofulvine, heptacétide chloré (tR 21,2 min, m/zmes353,0804 et m/zthéo353,0786 pour 

[C17H17ClO6+H]+ ; ∆ 5,10 ppm), 

- la dé- ou épidéchlorogriséofulvine (tR 19,4 min m/zmes319,1200 et m/zthéo319,1176 pour 

[C17H18O6+H]+ ; ∆ 7,8 ppm), 

- la 5‘,6‘-didéhydrogriséofulvine (tR 21,7 min m/zmes351,0647 et m/zthéo351,0630 pour 

[C17H15ClO6+H]+ ; ∆ 4,8 ppm),  

- l‘acide pénicillique (tR 8,2 minm/zmes171,0668 et m/zthéo171,0652 pour [C8H10O4+H]+ ; ∆ 9,35 ppm),  

- l‘acide orsellinique (tR 11,5 min, observé seulement grâce à l‘analyse LC-UV/DAD) (Figure III-95). 
 

 

Figure III-95 :Spectres HRMS, HRMS/MS et UV-visible des polycétides observées dans l’extrait 

de la souche MMS351 cultivée sur milieu YES 
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3.3.2. Les alcaloïdes indoliques 

 Les clavines 

Deux alcaloïdes indoliques ont été identifiés comme étant deux dérivés de clavines : l‘agroclavine et la 

festuclavine. Ils ont respectivement été observés aux tR de 15,0 et 16,0 min sous forme d‘adduits 

protons de m/z 239,1563 (m/zthéo 239,1543 pour [C16H18N2+H]+ ; ∆ 8,36 ppm) et 241,1722 

(m/zthéo241,1699 pour [C16H20N2+H]+ ; ∆ 9,54 ppm). Leurs fragmentations MS/MS correspondent à 

celles décrites par Frisvad et al. (Nielsen et al., 2011) avec des ions fils de m/z 208,1145 et 183,0943 

pour l‘agroclavine et de m/z210,1303, 182,0993, 168,0836, 154,0673, 130,0668 pour la festuclavine. 

Les spectres UV-visible correspondent à ceux de dérivés de la clavine (Figure III-96). 

 

 

Figure III-96 :Spectres HRMS, HRMS/MS et UV-visible des clavines observées dans l’extrait 

de la souche MMS351 cultivée sur milieu YES 
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(ions fils de m/z 515,1968 ; 471,2061 ; 411,1889 ; 261,1269 ; 201,1056) et son spectre UV-visible 

(λmaxde 210 nm, 228 nm et 307 nm et épaulements à 250 nm, 278 nm et 318 nm) correspondent à ceux 

décrits par Nielsen (Nielsen et al., 2011). 

La présence au sein de cet extrait de composés présentant un spectre UV proche de la 

nortryptoquivaline, nous a encouragés à développer la recherche d‘analogues. Parmi les nombreux 
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Figure III-97 :Spectres HRMS, HRMS/MS et UV-visible des tryptoquivalines observées dans l’extrait 

de la souche MMS351 cultivée sur milieu YES 
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3.3.3. Les composés précédemment isolés 

Les sept composés isolés auparavant ont pu être recherchés au sein de cet extrait.  

L‘émodine, et l‘orcinol n‘ont pas été détectés avec cette analyse tandis que les cinq composés suivants 

ontété observés : 

- l‘acide 3-O-méthyl-curvuliniqueau tR de 11,9 min (m/zmes 225,0757 et m/zthéo 225,0758 pour 

[C11H12O5+H]+ ; ∆ 0,44 ppm) 

- l‘alternariol au tR 19,9 min (m/zmes 259,0619 et m/zthéo 259,0601 pour [C14H10O5+H]+ ; ∆ 6,81 ppm),  

- le FD-838 au tR de 21 min (m/zmes 412,1358 et m/zthéo 412,1351 pour [C22H21NO7+H]+ ; ∆ 2,70 ppm) 

- la norlichéxanthone au tR de 21,9 min (m/zmes 259,0622 et m/zthéo 259,0601 pour [C14H10O5+H]+ ; ∆ 

8,11 ppm)et, 

- le physcion au tR de 31,4 min (m/zmes 285,0774 et m/zthéo 285,0758 pour [C16H12O5+H]+ ; ∆ 5,61 

ppm). 

Afin d‘explorer plus en détail le métabolome de P. ligerum, nous avons aussi recherché par 

déréplication la présence des précurseurs biosynthétiques ou des analogues structuraux de ces 

molécules. Aucun composé supplémentaire n‘a clairement été identifié mais la présence de 

stéréoisomères du FD-838 et donc de céphalimysines est fortement suspectée tout comme celle de 

leurs hypothétiques précurseurs biosynthétiques, les pseurotines.  

L‘ensemble des métabolites identifiés ainsi que leurs caractéristiques sont repris dans le Tableau III-

23et la Figure III-98. 
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3.4. Application : étude du métabolome des quatre souches fongiques 

3.4.1. Comparaison des métabolomes des quatre souches fongiques cultivées sur milieu 

YES 

Les chromatogrammes annotés obtenus suite aux analyses HPLC-HRMS/MS des extraits des quatre 

souches cultivées sur le milieu YES sont présentés à titre d‘exemple dans la Figure III-99. 

 

 

Figure III-99 : Profil métabolique obtenu en HPLC-HRMS/MS (base peak) des quatre souches de P. ligerum 

cultivées sur milieu YES 
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La totalité des molécules dérépliquées a pu être observée au sein des extraits des souches MMS351 et 

MMS747 cultivée sur le milieu de culture YES. Les profils obtenus pour les souches MMS388 et 

MMS399 diffèrent de ceux des deux autres souches. Ainsi, seulement huit des vingt-sept composés 

identifiés au sein du métabolome secondaire des souches MMS351 et MMS747 ont été détectés dans 

les extraits des souches MMS388 et MMS399. Il est à noter que ces deux souches produisent de très 

grandes quantités de griséofulvine ainsi que deux de ses analogues (la dé- ou épidéchlorogriséofulvine 

et la 5‘,6‘-didéhydrogriséofulvine), limitant ainsi sans doute l‘observation des autres métabolites dans 

les analyses chromatographiques. 

3.4.2. Comparaison du métabolome des quatre souches cultivées sur différents milieux 

de culture 

Les champignons ont un métabolisme secondaire dépendant des facteurs biotiques et abiotiques de 

leur environnement. Ainsi, leur profil métabolique peut fortement varier en fonction de la 

composition du milieu sur lequel ils sont mis en culture. L‘approche « OSMAC » (One Strain-Many 

Compounds) consiste alors à cultiver une même souche fongique sur des milieux de culture différents 

afin de mieux appréhender les capacités métaboliques d‘une souche(Bode et al., 2002). 

Les quatre souches de P. ligerum ont donc été cultivées sur cinq milieux de culture différents 

(Annexe II). Les extraits obtenus ont fait l‘objet d‘analyses HPLC-UV/DAD-MS/MS basse 

résolution. A titre d‘exemple, la Figure III-100 présente les chromatogrammes LC-MS des extraits de 

la souche MMS747. En fonction du milieu de culture, les profils chromatographiques sont très 

différents et sont le reflet de variations quantitatives et qualitatives dela production métabolique. Par 

exemple, l‘important pic chromatographique observé à un tR d‘environ 4 min sur milieux PDA, YES 

et MEA n‘est pas retrouvé dans les extraits de cette souche cultivée sur milieu DCA et CYA. 

 

 

Figure III-100 : Chromatogrammes LC-MS basse résolution des extraits bruts de la souche MMS747 

cultivée sur cinq milieux de culture différents. Les pics majoritaires communs à plusieurs extraits sont 

symbolisés par les pastilles de couleur 
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Les 20 extraits obtenus (4 souches cultivées sur 5 milieux) ont ensuite été dérépliquésafin d‘avoir la 

vision la plus précise possible du métabolome secondaire de P. ligerum.  

Les résultats de déréplication des cinq extraits de chaque souche sont présentés dans le Tableau III-24. 

Remarque : Ces dernières analyses ayant été faîtes en spectrométrie de masse basse résolution, 

certaines molécules visualisables en MS haute résolution sont restés inobservables du fait de la moins 

grande sensibilité de l‘appareil utilisé. 

 



PARTIE III. Penicillium ligerum:une nouvelle espèce fongique marine 

200 

T
a

b
le

a
u

 I
II

-2
4

 :
 D

é
ré

p
li

c
a

ti
o

n
 d

e
s 

q
u

a
tr

e
 s

o
u

c
h

e
s 

d
e
 P

. 
li

g
er

u
m

 c
u

lt
iv

é
e
s 

su
r 

c
in

q
 m

il
ie

u
x

 d
if

fé
re

n
ts

 

 
 

 
To

ta
l

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

  S
o

u
ch

e
s 

fo
n

gi
q

u
e

s 
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

  

M
é

ta
b

o
li

te
s 

   
   

   
 

35
1

38
8

39
9

74
7

35
1

38
8

39
9

74
7

35
1

38
8

39
9

74
7

35
1

38
8

39
9

74
7

35
1

38
8

39
9

74
7

20

G
ri

se
o

fu
lv

in
e

+
+

+
+

-
+

+
+

-
+

+
+

+
+

+
+

+
+

+
+

18

5'
,6

'-
D

id
é

h
yd

ro
-g

ri
sé

o
fu

lv
in

e
+

+
+

+
-

+
+

+
-

+
+

+
+

+
+

+
+

+
+

+
18

D
e

 o
r 

é
p

id
e

ch
lo

ro
gr

is
e

o
fu

lv
in

e
+

+
+

+
-

+
+

-
-

+
+

+
-

+
+

+
-

+
+

-
14

A
ci

d
e

 p
é

n
ic

il
li

q
u

e
+

+
+

+
+

-
-

-
-

-
-

-
+

+
+

+
+

-
-

+
11

N
o

rt
ry

p
to

q
u

iv
al

in
e

+
+

-
+

-
-

-
+

+
-

-
+

+
-

-
+

+
-

-
+

10

Fi
sc

al
in

e
 A

 o
u

 u
n

 is
o

m
è

re
 (

t R
 1

9,
5 

m
in

)
+

-
-

+
+

-
-

+
+

-
-

+
+

-
-

+
+

-
-

+
10

Fi
sc

al
in

e
 A

 o
u

 u
n

 is
o

m
è

re
 (

t R
 2

1,
5 

m
in

)
+

-
-

+
+

-
-

+
+

-
-

+
+

-
-

+
+

-
-

+
10

A
gr

o
cl

av
in

e
+

-
-

+
-

-
-

+
+

-
-

+
+

-
-

+
+

-
-

+
9

Fe
st

u
cl

av
in

e
 

+
-

-
+

-
-

-
+

+
-

-
+

+
-

-
+

+
-

-
+

9

Li
gé

ri
n

e
+

-
-

+
+

-
-

+
+

-
-

+
+

-
-

+
+

-
-

-
9

6-
o

-s
u

cc
in

yl
-f

u
m

ag
il

lo
l

+
-

-
+

+
-

-
+

+
-

-
+

+
-

-
+

+
-

-
-

9

Fi
sc

al
in

e
 B

+
-

-
+

-
-

-
+

-
-

-
+

+
-

-
+

+
-

-
+

8

Fi
sc

al
in

e
 C

 o
u

 E
p

i-
fi

sc
al

in
e

 C
+

-
-

+
+

-
-

+
-

-
-

+
+

-
-

+
-

-
-

+
8

Fu
m

ag
il

lo
l

+
-

-
+

+
-

-
+

+
-

-
+

-
-

-
+

+
-

-
-

8

Fi
sc

al
in

e
 C

 o
u

 E
p

i-
fi

sc
al

in
e

 C
+

-
-

+
-

-
-

+
-

-
-

+
-

-
-

+
-

-
-

+
6

7-
ch

lo
ro

-f
u

m
ag

il
lo

l
+

-
-

+
-

-
-

-
+

-
-

+
-

-
-

+
+

-
-

-
6

A
ci

d
e

 o
rs

e
ll

in
iq

u
e

+
-

-
+

-
-

-
-

+
-

-
-

-
-

-
+

-
-

-
+

5

Tr
yp

to
q

u
iv

al
o

n
e

+
-

-
+

-
-

-
+

-
-

-
+

-
-

-
+

-
-

-
-

5

Fu
m

ag
il

li
n

e
+

-
-

+
-

-
-

+
+

-
-

-
-

-
-

-
+

-
-

-
5

7-
ch

lo
ro

-f
u

m
ag

il
li

n
e

+
-

-
+

-
-

-
+

+
-

-
-

-
-

-
-

+
-

-
-

5

R
K

-9
51

13
+

-
-

+
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
2

7-
ch

lo
ro

-R
K

-9
51

13
+

-
-

+
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
2

To
ta

l
22

5
4

22
7

3
3

16
12

3
3

16
12

4
4

18
15

3
3

12

D
C

A
M

EA
P

D
A

Y
ES

C
Y

A



PARTIE III. Penicillium ligerum:une nouvelle espèce fongique marine 

201 

Si l‘ensemble des molécules dérépliquées ont été observé dans les extraits des souches MMS351 et 

MMS747 cultivées sur milieu YES, elles n‘ont par contre été détectées que de manière sporadique 

dans les autres extraits. Le milieu YES est connu pour être un milieu riche et propice à la production 

d‘une biomasse importante du fait de l‘important apport carbonné (saccharose) qu‘il confère.  

Unepartie des molécules présentes sont communes aux extraits des quatre souches, c‘est le cas 

notamment de l‘acide pénicillique (retrouvé dans 11 des 20 extraits) mais également de la 

griséofulvine (retrouvée dans 18 des 20 extraits analysés) et de deux de ses analogues, à savoir la dé- 

ou épidéchlorogriséofulvine et la 5‘,6‘-didéhydrogriséofulvine (retrouvées dans respectivement 14 et 

18 des 20 extraits). La griséofulvine et la déchlorogriséofulvine sont des composés décrits chez P. 

canescens, espèce proche de P. ligerum puisqu‘elles appartiennent toutes les deux à la section Canescentia 

du sous genre Penicillium(Nicoletti et al., 2007). La griséofulvine est connue pour être produite par 

différentes espèces terrestres et marines de Penicillium, comme par exemple P. aetiopicum, P. 

coprophilum, P. griseofulvum, P. dipodomyicola, P. persicinumet P. sclerotigenum appartenant au sous-genre 

Penicillium(Oxford et al., 1939; Clarke et McKenzie, 1967; Frisvad et Thrane, 1987; Frisvad et 

Filtenborg, 1989). 

La nortryptoquivaline est observée au sein du métabolome de trois des quatre souches (MMS351, 

MMS388 et MMS747). Ce composé qui appartient à la famille des tryptoquivalines, est peu décrit 

dans la littérature. Les tryptoquivalines sont des alcaloïdes quinazolino-indoliques tripeptidiques 

formés à partir du tryptophane, de l'acide anthranilique et de la valine. La nortryptoquivaline a 

jusqu‘alors uniquement été rapportée comme métabolite secondaire produit par les espèces Aspergillus 

clavatus, Aspergillus giganteus et Penicillium digitatum (Buechi et al., 1977; Fischer et al., 2000; Ariza et al., 

2002). Les autres alcaloïdes quinazolino-indolique (fiscalines et tryptoquivalone) ne sont détectés que 

dans les extraits des souches MMS351 et MMS747. La littérature ne rapporte pas la production ni des 

fiscalines (A, B et C) ni de la tryptoquivalone par des micromycètes du genre Penicillium. Ces 

molécules ainsi que la plupart des composés de cette famille chimique sont essentiellement décrits 

chez les genres Aspergillus et Neosartorya. Leur observation dans cette étude constitue donc une 

première descriptiondans le métabolome de souches du genre Penicillium. Néanmoins, d‘autres dérivés 

de la tryptoquivaline ont déjà été décrits chez des micromycètes du genre Penicillium, les 

tryptoquialanines A et Bpar exemple, produites par P. aethiopicum et P. digitatum appartenant au sous-

genrePenicillium(Ariza et al., 2002; Frisvad et al., 2004). 

Les deux clavines : l‘agroclavine et la festuclavine sont également uniquement détectées dans le 

métabolome de ces deux souches MMS351 et MMS747. D‘un point de vue structural, l‘unique 

différence entre la festuclavine et l‘agroclavine est la présence d'une double liaison en C8-C9 sur le 

squelette de cette dernière. La littérature indiqueque, même si elles ne sont pas produites par les 

mêmes genres fongiques, l‘agroclavine et la festuclavine sont issues d‘un même précurseur, le 

chanoclavine-I aldehyde, dernier intermédiaire commun dans la voie de biosynthèse menant aux 

différentes classes d‘alcaloïdes de l'ergot (Coyle et al., 2010). L‘agroclavine, formée à partir du 

chanoclavine-I aldehyde par une réduction suivie d‘une étape d'isomérisation, est le premier 

intermédiaire dans la biosynthèse de l‘acide lysergique et de ses dérivés chez Claviceps purpurea. Une 

étude a clairement démontré que la conversion de la chanoclavine-I aldéhyde en agroclavine chez C. 

purpurea est catalysée par une oxydoréductase (OYE codée par le gène easG) en présence de NADPH 

(Matuschek et al., 2011). En revanche, la conversion de la chanoclavine-I aldéhyde en festuclavine 

n‘est pas observée chez les champignons du genre Claviceps. Les deux étapes de réduction, suivies par 
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une isomérisation, sont catalysées par une enzyme retrouvée chez Aspergillus fumigatus, codée par le 

gène FGAFS : la festuclavine est alors le précurseur de la famille des fumigaclavines (Wallwey et al., 

2010). Ainsi, nos résultats montrent que s‘il est logique de retrouver de la festuclavine chez une 

souche du genre Penicillium, proche taxonomiquement du genre Aspergillus, en revanche il est 

surprenant d‘observer la production d‘agroclavine, métabolite qui n‘est censé être produit que par les 

genres « clavicipiteux », c‘est-à-dire proche des Claviceps. Cependant, ces alcaloïdes ont déjà été 

retrouvés au niveau d‘ensilages contaminés par P. carneum et P. roqueforti(Nielsen et al., 2006; O'Brien 

et al., 2006) et ils seraient également produits par P. sizovae, P. citrinum, P. commune et P. 

aurantiovirens(Kozlovskii et Vepritskaia, 1987; Solov'eva et al., 1995; Kozlovskii et al., 2003). 

Comme observé précédemment, la ligérine ainsi que ses analogues ne sont détectés qu‘au sein du 

métabolome des souches MMS351 et MMS747. Parmi les composés de cette série chimique, la 

ligérine et son analogue non chloré, le 6-O-succinyl-fumagillol sont les plus fréquemment observés 

(dans 9 des 10 extraits des souches MMS351 et MMS747). Il faut noter que la fumagilline a été isolée 

pour la première fois d‘Aspergillus fumigatus (Eble et Hanson, 1951). 

Le Tableau III-25 donne la fréquence d‘observation des différents composés annotés pour les quatre 

souches cultivées sur les cinq milieux de culture. 

Tableau III-25 : Bilan du nombre d’extraits de chaque souche fongique de P. ligerum 

dans lesquels les métabolites identifiés par déréplication ont été détectés 
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Métabolites fréquemment produits par les quatre souches fongiques
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Sur ce tableau, on peut voir apparaître plusieurs groupes de molécules : 

- celles qui ont été visualisées au moins une fois dans l‘ensemble des souches : ce sont principalement 

la griséofulvine et ses analogues ainsi que l‘acide pénicillique. Ces quatre molécules comme 

définissant globalement l‘espèce. On peut remarquer que ce sont des composés déjà observés dans 

d‘autres Penicillium. 

- une série de composés visualisés uniquement dans les souches MMS351 et MMS747 qui 

caractériseraient donc ce chimiotype. Néanmoins, si ces composés ne sont pas observés au sein des 

extraits des souches MMS388 et MMS399, cela pourrait être dû uniquement à la présence en très 

grande quantités de griséofulvine et de ses analogues. Dans cette série, on peut tout de même 

remarquer qu‘un nombre abondant de molécules n‘avaient jusqu‘alors été observées que chez des 

Aspergillus/Néosartorya (genre voisin des Penicillium). 

Cette nouvelle espèce se situerait donc au regard de son métabolome secondaire, à la frontière entre 

les Penicillium et les Aspergillus. Néanmoins, cette conclusion ne prend en compte que les pics annotés 

ce qui entraîne certainement un biais et peut-être des conclusions erronées. Un deuxième biais est 

aussi à noter : cette étude comparative n‘étudie le métabolome secondaire qu‘à un temps t de 11 jours 

de culture. 

3.5. Activité cytotoxique des souches fongiques 

Afin de terminer l‘étude descriptive et comparative des quatre souches de P. ligerum et revenir à ce qui 

avait justifié l‘étude de cette espèce, nous nous sommes intéressés au protentiel cytotoxique des 

extraits. Dans ce but, l‘activité antiproliférative des extraits des quatre souches cultivées sur les cinq 

milieux de culture, a été évaluéesur les cellules tumorales POS-1 (ostéosarcome murin), AT6-

1(carcinome protastatique murin) et KB (carcinome épidermoïde de l‘oropharynx) et aussi sur la 

lignée cellulaire non tumorale L929 (fibroblastes murins). Les activités obtenues pour les extraits de P. 

ligerum ont ensuite été comparées avec celles d‘un panel de huit souches de Penicillium sp.appartenant 

à différentes séries du sous-genre Penicillium ou du sous-genre Aspergilloides (Tableau III-26). 

 

Tableau III-26 : Position taxonomique et origine des souches étudiées 

 

 

Les résultats des activités cytotoxiques des 60 extraits obtenus sont présentés dans le Tableau III-27. 

Les extraits ont été testés à une concentration maximale de 1 µg/mL sur POS-1, AT6-1 et L929 pour 

rechercher une spécificité et à 100 µg/mL sur KB pour mettre en évidence une cytotoxicité globale. 

Souche Origine

Genre Sous-genre Série Espèce Référence Echantillon Localisation

Penicillium Penicillium Canescentia antarcticum MMS163 moules Estuaire de la Loire (Taraon)

Penicillium marinum MMS266 moules Côte Atlantique (La Baule)

Fasciculata venetum MMS50 moules Estuaire de la Loire (La Tara)

polonicum MMS231 moules Côte Atlantique (La Baule)

Brevicompacta bialowiezense MMS270 coques Côte Atlantique (La Baule)

brevicompactum MMS404 coques Côte Atlantique (Le Croisic)

Eladia restrictum MMS417 coques Côte Atlantique (Le Croisic)

Aspergilloides Citrina ubiquetum MMS330 moules Estuaire de la Loire (Port Giraud)

Position taxonomique
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Les résultats sont apparus très différents suivant les lignées cellulaires : parmi les 60 extraits testés, 

57% ont présenté une activité cytotoxique sur la lignée KB, 32% sur la lignée L929, 30% sur la lignée 

POS-1 et seulement 8% sur la lignée AT6-1. De plus, certains extraits se sont montrés actifs sur une 

lignée et inactif sur les autres. Il faut souligner qu‘aucun des milieux de culture ne semble induire une 

production accrue de composés cytotoxique par ces souches de Penicillium. 

Les extraits des quatre souches de P. ligerum sont les seuls à avoir présenté une forte activité sélective 

envers la lignée POS-1 par rapport à la lignée saines L929. Parmi les extraits des huit autres souches 

évaluées seuls ceux de deux souches (MMS163et MMS266) se sont révélés être très actif sur POS-1 

mais de manière non sélective puisque ces mêmes extraits sont aussi très actifs sur les autres lignées 

cellulaires. 

Les extraits de la souche de P. antarcticum MMS163 cultivée sur milieu MEA et YES ont aussi montré 

une activité cytotoxique importante. Cette activité peut être en partie ou en totalité imputée à la 

patuline, mycotoxine réglementée décrite notamment pour être cytotoxique (Heussner et al., 2006). En 

effet, cette mycotoxine a déjà été décrite comme produite par P. antarcticum (Vansteelandt et al., 2012) 

et mise en évidence dans les extraits de cette souche (Geiger et al., 2013). 

Les extraits de la souche de P. marinum MMS266 cultivée sur milieu DCA, MEA et PDA présentent 

une activité cytotoxique importante non sélective observée pour les quatre types cellulaires (CI50 de 

230 à 320 ng/mL sur les POS-1 pour les extraits DCA, MEA et PDA les plus actifs). Or, P. marinum 

est connu pour produire un certain nombre de métabolites secondaires cytotoxiques comme des 

alcaloïdes indoliques (communésines ou chaetoglobosines). Le métabolome de la souche MMS266 a 

été exploré mais n‘a pas permis de mettre en évidence la présence de ces alcaloïdes (Geiger et al., 

2013). Cependant, des dérivés de pénostatines ont été identifiés, des composés déjà décrits chez P. 

marinum et présentant une activité cytotoxique sur diverses lignées cellulaires (Takahashi et al., 1996; 

Iwamoto et al., 1999). La présence de ces composés peut être responsable de l‘activité observée pour 

les extraits de cette souche. 

Les cinq extraits de la souche MMS351 ont présenté une activité sur les cellules POS-1. Avec la 

souche MMS747, la souche MMS351 est celle dont les extraits sont les plus actifs sur cette lignée 

cellulaire (CI50< 300 ng/mL pour les extraits de la souche MMS747 cultivée sur milieu CYA et ceux 

de la souche MMS351 sur milieu DCA, PDA et YES). Sur la lignée KB, les résultats différent 

étonnament puisque les extraits de ces deux souches sont moins actifs que ceux de la souche MMS388 

(CI50< 10 µg/mL pour les extraits de la souche cultivée sur milieu CYA, MEA, PDA et YES). Peu 

d‘activité cytotoxique est à noter sur les cellules de carcinome prostatique (AT6-1). 

L‘activité ciblée sur POS-1 permettant de mettre en évidence l‘intérêt de l‘étude de la nouvelle espèce 

de P. ligerum, nous avons voulu chercher s‘il existait une corrélation entre les activités cytotoxiques 

des extraits des quatre souches de cette espèce et la présence ou l‘absence des composés dérépliqués 

auparavant. Dans leTableau III-28, nous avons relevé cette présence/absence sous la forme de 1/0 et 

une activité notable (CI50> 1 µg/mL sur POS-1, AT6-1 et L929 et une CI50< 10 µg/mL pour KB) 

également représentée par 1/0. Pour chaque composé annoté et chaque lignée cellulaire, nous avons 

calculé les corrélations correspondantes. La seule lignée pour laquelle des corrélations fortes sont 

apparues (R>0,5) est la lignée POS-1. Le tableau final fait donc apparaître les composés dans l‘ordre 

des conditions décroissantes pour cette lignée. Il apparaît que la plus forte corrélation (R=0,62) a été 

obtenu pour la ligérine et que les cinq composés annotés les plus fortement corrélés avec l‘activité sont 
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tous des analogues de la ligérine. Ce résultat confirme l‘intérêt de l‘étude de cette molécule et de ses 

analogues comme dérivés antiprolifératifs contre les ostéosarcomes et montre l‘intérêt de la 

déréplication associée à la recherche d‘activité pour mettre en évidence les molécules à étudier en 

priorité dans un extrait. Néanmoins, nous n‘avons ici considéré que les molécules annotées. Un 

travail identique soutenu par les outils bioinformatiques, devrait être réalisé sur l‘ensemble des 

molécules observées même non identifiées et l‘abondance des composés devraient être pris en compte. 

Ceci montre néanmoins que le protocole OSMAC préconisant l‘étude d‘une souche sur plusieurs 

milieux peut-être considérablement amélioré par l‘étude en parallèle de plusieurs souches d‘une même 

espèce sur plusieurs milieux, permettant de cumuler les données et de rendre les corrélations plus 

évidentes que si l‘on considère qu‘une seule souche à la fois. 

 

 

Tableau III-28 : Corrélations entre les activités cytotoxiques des extraits des quatre souches de P. ligerum et 

la présence ou l’absence des composés dérépliqués  dans ces extraits (0 :absence, 1 : présence) 

 

  

Présence (1) ou absence (0) des composés au sein des extraits

Présence (1) ou absence (0) d’activité des extraits

Corrélations entre 
un composé 

& l’activité de l’extrait
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4. Conclusion générale de la partie III : Description de Penicillium ligerum 

Pour cette étude, nous sommes partis de l‘hypothèse émise par le Pr. Frisvad, spécialiste 

internationalement reconnu des champignons du genre Penicillium, que les quatre souches sur 

lesquelles nous avons travaillé, appartenaient toutes à une nouvelle espèce non encore décrite et que 

nous avons nommée P. ligerum.  

Néanmoins, l‘ensemble des résultats observés tant du point de vue de leur phénotype, génotype ou 

métabolome, nous ont montré que ces quatre souches pouvaient en fait être regroupées en deux 

taxons différents : le premier regroupant les souches MMS351 et MMS747 productrices de ligérine et 

le second les souches MMS388 et MMS399 non productrices de ce composés. Néanmoins, des points 

communs forts comme la production de griséofulvine rapprochent ces deux taxons.  

Nous pouvons donc nous poser la question à laquelle nous ne pouvons directement pas répondre à 

l‘issue de ce travail : s‘agit-il de deux variétés d‘une même nouvelle espèce ou de deux nouvelles 

espèces distinctes. La définition de la notion d‘espèce au niveau fongique en général et des Penicillium 

en particulier reste relativement complexe et floue. Seule une discussion future menée avec les 

mycologues spécialistes de ce genre, au vue des résultats obtenus pourra donner une réponse à cette 

question. 
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La recherche de nouveaux médicaments est aujourd‘hui développée par un nombre grandissant 

d‘approches, dont deux principales restent la pharmacochimie des produits d‘origine naturelle et la 

recherche de nouveaux produits naturels bioactifs. Ce sont ces deux méthodes que nous avons 

sollicitées dans ce travail autour d‘un composé lead, la ligérine, sesquiterpène fongique à activité 

cytostatique sélective de lignées cellulaires d‘ostéosarcomes. 

Ainsi, la première approche visant la pharmacomodulation de la ligérine a permis le développement 

de six composés hémisynthétiques présentant tous une activité antiproliférative sur lignées 

d‘ostéosarcome. Néanmoins, aucun des composés synthétisés n‘a permis d‘augmenter ni d‘améliorer 

de façon significative l‘activité de la ligérine. La ligérine restant alors le meilleur candidat 

thérapeutique, son évaluation pharmacologique a été approfondie et ce, en la comparant avec un 

composé de référence, le TNP-470. Les résultats in vitro comme in vivo ont permis de montrer que la 

ligérine présentait un indice de sélectivité supérieur à celui du TNP-470 sur lignées cellulaires 

humaines avec une toxicité moindre. De même, elle possède une activité supérieure à celle du  

TNP-470 sur un modèlein vitro d‘ostéoclastogenèse, mettant en avant le potentiel de la ligérine dans 

l‘inhibition de la différenciation ostéoclastique, sans effet cytotoxique. Cette dernière étude a ainsi 

révèlé un nouvel axe de développement de ces composés pour le traitement de pathologies osseuses 

ostéolytiques telle que l‘ostéoporose. 

Bien que moins actifs que la ligérine, les analogues hémisynthétiques développés ont permis, 

accompagnés des résultats comparants ligérine et TNP-470, d‘une part de venir étayer le brevet 

françaispour déposer une demande PCT, et d‘autre part de mieux appréhender les relations structure-

activité des composés de cette série chimique.  

Sur ce deuxième volet, les résultats se sont intéressés à l‘impact sur l‘activité antiproliférative de la 

présence d‘un halogène en C7, originalité structurale de la ligérine. Une littérature très contradictoire 

résidait autour de la possibilité de moduler le substituant en C3, un spiro-époxyde étant le plus 

souvent présent et jouant un rôle clé dans l‘interaction directe avec la MetAP2. Notre étude a permis 

d‘éclaircir ce point indiquant tout d‘abord que les chlorohydrines telles que la ligérine présentaient une 

activité in vitro équivalente à celle de leurs analogues époxydés. Ceci est apparu logique au vue des 

résultats de modélisation moléculaire par docking (jamais fait auparavant, ce type d‘étude s‘étant 

toujours focalisé sur les autres substituants) montrant que, comme pour la fumagilline, la formation 

d‘un complexe ligérine-MetAP2 était tout à fait envisageable. En effetla présence d‘un atome 

d‘halogène ne perturbe aucunement la possibilité stérique de la réalisation d‘une liaison covalente 

entre l‘azote du cycle imidazole de l‘His-231 et le méthylène en C7 de la ligérine. Enfin, une réponse 

finale à cette question a été apportée grâce à l‘étude de stabilité de la ligérine qui a corroborée les 

résultats démontrés très récemment par Arrico Muendel et son équipe indiquant que les composés de 

type chlorohydrines perdaient rapidement leur chlore en milieu aqueux basique au profit de la 

formation d‘un spiro-époxyde en C3(Arico-Muendel et al., 2013). Selon ces données, les 

chlorohydrines sont donc des prodrogues et les résultats de leur évaluation in vitro doivent être 

attribués aux formes spiro-époxydes. Néanmoins, des questions subsistent sur le rôle effectif des 

halogènes en C7 dans l‘activité des dérivés de la ligérine, que des investigations supplémentaires, en 

particulier sur les analogues bromés, pourraient permettre de résoudre. 

 

 



PARTIE III. Penicillium ligerum:une nouvelle espèce fongique marine 

211 

Une deuxième approche dans la recherche de nouveaux médicaments, via l‘investigation des 

ressources naturelles a aussi été sollicitée lors de ce travail de thèse. En effet, le métabolome de 

l‘organisme producteur de ligérine, Penicillium ligerum, a pu être exploré selon deux stratégies 

complémentaires. 

Une première méthode classique consiste en l‘isolement des métabolites naturels produits par un 

organisme, leur caractérisationet leur évaluation biologique. Sept composés ont ainsi été isolés au 

cours de ce travail de thèse. Parmi eux, deux composés, le FD-838 et l‘acide 3-O-méthyl-curvulinique, 

constituent une première description chez les micromycètes du genre Penicillium. Néanmoins, aucune 

molécule isolée n‘était originale ou particulièrement cytotoxique. Ces résultats corroborent 

l‘importance de développer de nouvelles techniques pour améliorer l‘efficacité d‘exploration du 

métabolome secondaire d‘une espèce afin de cibler les isolements. 

La spectrométrie de masse soutenue par des outils bioinformatiques permet aujourd‘hui la 

déréplication rapide des métabolites connus au sein d‘un mélange complexe, mettant alors à jour les 

composés potentiellement originaux. Néanmoins, les molécules sélectionnées, bien qu‘ayant de fortes 

chances d‘être de structure nouvelle, ne sont pas systématiquement de potentiels candidats pour un 

usage thérapeutique. 

Afin d‘augmenter les chances d‘isolement de composés bioactifs, la recherche d‘analogues d‘un 

composé lead actif constitue une deuxième stratégie. Pour cela, on peut s‘appuyer comme nous 

l‘avons fait dans ce travail, sur l‘étude de la fragmentation en spectrométrie de masse des composés 

d‘une série chimique. Ainsi, l‘établissement d‘un modèle de fragmentation des composés de la série 

chimique de la ligérine, nous a permis de mettre en évidence de nombreux analogues dont certains 

sont originaux et dont les structures ont pu être proposées (7-chloro-fumagilline et 7-chloro-RK-95113) 

ou restent à caractériser. Ces composés à fort potentiel bioactif du fait de leur appartenance à une série 

chimique de molécules antiprolifératives, devront être isolés ou synthétisés, puis évalués pour leur 

activité inhibitrice de la prolifération des cellules d‘ostéosarcomes. 

Par ailleurs, le micromycète étudié constituant une nouvelle espèce fongique d‘origine marine, l‘étude 

de son métabolome était nécessaire afin de réaliser sa description. En effet, l‘utilisation de la 

métabolomique et de la déréplication comme outils chimiotaxonomique se généralise aujourd‘hui et 

complète les points de vue phénotypique et génotypique qui, classiquement, ont aussi été abordés 

pour cette description. 

Ce travail pluridisciplinaire a donc sollicité aussi bien les stratégies de pharmacochimie que de 

mycochimie pour la recherche de composés antiprolifératifs sur lignées d‘ostéosarcomes, mais aussi 

de mycologie pour la description d‘une nouvelle espèce. Il illustre ainsi l‘intérêt de l‘étude des 

micromycètes isolés du milieu marin permettant de regrouper de nombreuses compétences. La 

mycothèque de l‘équipe MMS comptant plus de 800 souches fongiques dont de nombreuses restant à 

décrire, constitue donc une mine presque inépuisable de travaux pour l‘avenir. 
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Métabolites fongiques d’une nouvelle espèce de Penicillium marin : déréplication, isolement, caractérisation, 

hémisynthèse et évaluation pharmacologique sur ostéosarcomes 

 

Résumé 

 

Dans une précédente étude, la purification par biosuivi d‘un extrait de Penicillium ligerum, une nouvelle espèce fongique 

d‘origine marine, avait mené à l‘isolement de la ligérine. Ce mérosesquiterpène chloré analogue de la fumagilline présente 

in vitro une activité antiproliférative sélective sur différentes lignées cellulaires d‘ostéosarcomes humains et murins et une 

activité antitumorale in vivo dans un modèle murin d‘ostéosarcome. Dans ce contexte, le travail a porté sur la synthèse 

d‘analogues de ligérine afin de trouver le meilleur candidat bioactif. Bien qu‘aucun des analogues hémisynthétiques n‘ait 

présenté une activité plus importante que la ligérine, les résultats ont permis une meilleure compréhension des relations 

structure-activité des composés de cette série chimique. L‘évaluation pharmacologique de la ligérine a été poursuivie en 

comparaison avec le TNP-470, composé de référence et a montré la sélectivité supérieure de la ligérine sur lignées humaines 

avec une toxicité moindre. Parallèlement, afin de décrire la nouvelle espèce fongique productrice de ligérine, le phénotype, 

le génotype et le métabolome de quatre souches de P. ligerum ont été comparés. Différentes approches ont été sollicitées 

pour l‘étude du métabolome: l‘isolement et l‘identification structurale de métabolites majoritaires et l‘étude déréplicative 

par analyses LC-UV/DAD-HRMS/MS des empreintes métaboliques des quatre souches cultivées sur différents milieux. En 

utilisant, un modèle de fragmentation du noyau sesquiterpène, des analogues naturels de la ligérine ont aussi pu être 

recherchés permettant la mise en évidence de plusieurs nouveaux composés de cette série chimique. 

 

Mots clés :micromycètes marins, ligérine, fumagilline, antiprolifératif, ostéosarcomes, hémisynthèse, déréplication,  

LC-HRMS/MS 

 

 

 

Metabolites of a new species of marine-derived Penicillium: dereplication, isolation, structural characterization, 

semisynthesis and pharmacological evaluation against osteosarcoma 

 

Summary 

 

In a previous study, bioguided fractionation of an extract of a marine-derived strain belonging to the new species Penicillium 

ligerum, led to the isolation of ligerin. This chlorinated merosesquiterpene analog of fumagillin exhibited a specific 

antiproliferative activity against osteosarcoma cell lines and in vivo antitumor activity in a murine osteosarcoma model. In 

this context, the work first falls within a semisynthetic approach of ligerin analogs in order to develop the best anti-

osteosarcoma candidate. Although none exhibits a higher activity than ligérine, the results allow a better understanding of 

the structure activity behaviour of compounds in this chemical series. Pharmacological investigation of ligerin was then 

performed in comparison to TNP-470, reference compound and underlined the better selectivity of ligerin against human 

cell lines with a low toxicity. At the same time, in order to describe the new species producer of ligerin, phenotype, 
genotype and metabolome of four strains belonging to P. ligerum were compared. Different approaches were used to study 

the metabolome: isolation and structural identification of some metabolites and LC-HRMS/MS investigation and 

dereplication of the metabolic fingerprints of the four strains. Using HRMS/MS modelization of the sesquiterpene core, 

natural analogs of ligerin were also searched, allowing the identification of several new compounds related to ligerin. 

 

 

Keywords: marine derived fungi, ligerin, fumagillin, antiproliferative, osteosarcoma, semisynthesis, dereplication,  

LC-HRMS/MS 
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ANNEXE I : Tableau bibliographique des métabolites cytotoxiques de 

Penicillium marins 

Tableau extrait du chapitre de livre : 

MARIEKE VANSTEELANDT, CATHERINE ROULLIER, ELODIE BLANCHET, YANN 

GUITTON, YVES-FRANÇOIS POUCHUS, NICOLAS RUIZ AND OLIVIER GROVEL, Impact of 
marine-derived Penicillium species in the discovery of new potential antitumor drugs, p45-86, Chapitre 3 in 

KORNPROBST J.M. ET LABARRE S., Outstanding Marine Molecules and New Trends in Analytical 
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ANNEXE II : Protocoles expérimentaux 

1. Culture des souches fongiques 

Les champignons ont un métabolisme secondaire dépendant des facteurs biotiques et abiotiques de 

leur environnement. Ainsi, leur profil métabolique peut varier fortement en fonction de la 

composition du milieu sur lequel ils sont mis en culture. Afin de mieux appréhender les capacités 

métaboliques d’un micromycète, les souches peuvent être cultivées sur six milieux solides 

semisynthétiques de composition différente (Tableau A 1). La méthodologie utilisée se nomme 

l’approche « OSMAC » (One Strain-Many Compounds,(Bode et al., 2002)). 

 Protocole 

Les milieux de culture ont été préparés et répartis à raison de 50mL par erlenmeyer avant d’être 

stérilisés 20min à 120°C à l’autoclave. Après refroidissement et solidification du milieu, 

l’ensemencement du champignon a été effectué en conditions stériles, par dépôt de spores fongiques 

en trois points de la gélose. Les cultures fongiques ont été incubées à 27°C sous lumière naturelle 

pendant 11 jours. 

 

Tableau A 1 : Composition des 6 milieux solides utilisés pour la culture des souches fongiques (en g/L)  

CYA DCA KMS MEA PDA YES

Czapek Yeast 

Agar

Dextrose 

Casein Agar

Kohlmeyer 

Solid Medium

Malt Extract 

Agar

Potato 

Dextrose 

Agar

Yeast Sucrose 

Agar

CuSO4, 5H2O 0,005 - - 0,005 0,005 0,005

FeSO4, 7H2O 0,01 - - - - -

MgSO4, 7H2O 0,5 - 2,4 - - 0.5

ZnSO4, 7H2O 0,01 - - 0,01 0,01 0,01

KCl 0,5 - - - - -

K2HPO4 1 - - - - -

NaNO3 3 - - - - -

NH4NO3 - - 2,4 - - -

Tris buffer (R-NH2) - - 1,21 - - -

Peptone - - - 1 - -

Digestion enzymatique de 

caséine
- 10 - - - -

Extrait de levure 5 - - - - 20

Extrait de malt - - - 20 - -

Extrait de pomme de terre - - - - 4 -

Glucose - 40 5 20 20 -

Saccharose 30 - - - - 150

Agent gélifiant (g/L) Agar 15 15 20 20 15 20

Coral Reef (g/L) 33 33 33 33 33 33

Eau distillée (L) 1 1 1 1 1 1

Sources azote-protéines (g/L)

Sources carbone (g/L)

Eau de mer reconstituée

Sources minéraux (g/L)
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2. Extraction des cultures des souches fongiques 

L’extraction a été effectuée par deux techniques appliquées successivement : une sonication et une 

macération.  

 Protocole 

Après 11 jours de culture, les souches fongiques ont été extraites par de l’Acétate d’éthyle ou un 

mélange CH2Cl2/AcOEt 50:50 (v/v) (100mL par erlenmeyer). Après macération pendant 1h, 

l’ensemble (gélose+mycélium+solvant) a été découpé finement à l’aide d’un scalpel et le tout a été 

soumis à l’action des ultrasons pendant 30 minutes avant d’être mis sous agitation pendant 1 heure. 

L’extrait a ensuite été filtré sur filtre papier à l‘aide d’un Büchner afin d’éliminer les morceaux de 

gélose et mycélium. Une deuxième filtration sur filtre papier plissé a été réalisée avant de sécher la 

phase organique sur sulfate de sodium anhydre (Na2SO4anh). Après élimination du Na2SO4anh, 

l’extrait a été filtré sur membrane de cellulose régénérée (porosité 0,45 µm, SartoriusStedimBiotech, 

Goettingen, Germany) afin d’éliminer tout débris de spores. Le solvant a ensuite été évaporé jusqu’à 

siccité de l’extrait brut. 

 

 

Figure A 1 : Protocole d’extration des cultures fongiques
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3. Méthodes analytiques pour l’étude des extraits bruts et des 

molécules pures 

1. Chromatographie sur Couche Mince (CCM) 

La chromatographie sur couche mince a été utilisée dans un but analytique.  

Les caractéristiques des plaques utilisées sont les suivantes : 

- ALUGRAM® SIL G/UV254, gel de silice avec indicateur de fluorescence UV254, 0,2 mm, 20x20 

cm, (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) 

Les révélations ont été effectuées dans le visible, dans l’UV à deux longueurs d’onde (254 nm et 365 

nm) et après pulvérisation d’un révélateur chimique universel, la vanilline sulfurique. 

3.1. Chromatographie liquide haute pression couplée à un détecteur UV-visible 

à barette de diode (HPLC-UV/DAD). 

L’HPLC est une chaîne Agilent HP 1200 équipée d’un dégazeur, d’une pompe quaternaire à solvants, 

d’un injecteur automatique (Hewlett Packard 1100 series), d’un détecteur à barrette de diode (Agilent 

Technologies 1200 series) et d’un collecteur de fractions.  

Le détecteur à barrette de diode a permis un balayage de toute une gamme de longueurs d’onde, de 

190 à 600 nm (enregistrement toutes les 2 s, bande passante de 12 nm et résolution de 2 nm) et ainsi 

de détecter tous les métabolites absorbant dans cette gamme. Ce type de détecteur a permis ainsi 

d’accéder au spectre UV-visible de chacun des composés constituant les extraits bruts. 

L’acquisition et le retraitement des données ont été réalisés à l’aide du logiciel AgilentChemstation 

B.03.01. 

3.2. Spectrométrie de masse 

La spectrométrie de masse est une méthode largement utilisée pour l’identification de composés 

naturels, notamment lorsqu’elle est couplée à l’HPLC(Marston et Hostettmann, 2009). Elle peut être 

considérée comme l’outil analytique le plus rapide et sensible dans la découverte de nouveaux 

produits naturels (Bugni et al., 2010). C’est une méthode destructrice mais très sensible, ne nécessitant 

qu’une très faible quantité de produit à analyser (quelques µg ou ng) et permettant l’accès aux données 

concernant la masse moléculaire d’un composé ionisé et toute ou partie de sa structure. Elle occupe 

une place très importante parmi les méthodes spectrométriques d’analyse moléculaire avec 

l’infrarouge et la RMN (Niessen, 2012). 

3.2.1. Spectrométrie de masse basse résolution (MS) 

Les analyses par spectrométrie de masse basse résolution ont été réalisées sur un spectromètre de 

masse de type LCQ® Thermo SeparationProducts, San Jose, CA, USA) avec source d’ionisation de 

type electrospray (ESI)et analyseur à trappe ionique (TI). L’ionisation par ESI -ou 

électronébullisation- est une méthode relativement douce qui permet de faire passer les molécules 

étudiées de solutions liquides à l’état gazeux sous forme d’ions, sans induire de fragmentation. La 

masse moléculaire des composés peut ainsi être déterminée après analyse des rapports masse/charge 

(m/z) obtenus. 
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L’analyseur employé a été un analyseur à trappe d’ions (IT) permettant l’isolement, l’accumulation 

puis la fragmentation sélective des ions formés dans la source ESI. Ceci permet d’accéder à leur masse 

monoisotopique, leur profil isotopique, ainsi qu’à la masse des ions-fils après fragmentations 

successives multi-étages (MSn), renseignant ainsi sur la structure de la molécule, la perte de masse ente 

l’ion-parent et l’ion fils pouvant être caractéristique d’un groupement chimique.  

Les spectres de masse des échantillons ont été obtenus à partir du courant ionique total (TIC) 

perfusant dans la trappe d’ions (en mode « Fullscan »). Les profils isotopiques des ions majoritaires ont 

été obtenus en mode « Zoomscan » sur une fenêtre d’analyse de 10 uma et ont permis d’établir l’état 

ionique des composés (mono- ou bichargé), aboutissant au calcul de leur masse moléculaire, après 

hypothèse des adduits possibles ([M+H]+, [M+Na]+...). 

Les ions majoritaires ont été analysés par fragmentations successives MS/MS, MS3 et MS4. Ces 

fragmentations permettent ainsi de reconstituer progressivement la structure de la molécule après 

détermination des différents groupements chimiques présents, et mise en évidence du noyau central. 

L’acquisition des spectres ainsi que le traitement des données ont été réalisés via le logiciel LCQ 

Xcalibur 1.3 (Thermo Fisher Scientific). Cette spectrométrie de masse de basse résolution donne une 

précision de mesure de 0,1 Da. 

Les fractions ou composés à analyser ont été mis en solution dans du méthanol (qualité HPLC, J. T. 

Baker®) et perfusés dans la source à l’aide d’une seringue de 250 µL (Hamilton), à un débit constant 

de 3 µL/min. Ces solutions méthanoliques ont été analysées en modes d’ionisation positif et négatif 

en utilisant la méthode « ESI Low Flow » dont les paramètres sont indiqués dans le Tableau A 2. 

Tableau A 2 : Paramètres d’analyse par spectrométrie de masse en mode perfusion  

(LCQ-ESI/TI), méthode « ESI Low Flow » 

Paramètres Mode positif Mode négatif 

Voltage de la source (kV) 4,55 4,55 

Débit du gaz vecteur (UA) 59,57 59,57 

Débit du gaz auxilliaire (UA) 0,7 0,7 

Température du capillaire (°C) 160 160 

Voltage du capillaire (V) 19,54 -9,96 

Décharge du tube lens (V) 0 -50 

Voltage de l’octapole 1 (V) -2,49 3,14 

Voltage de la lentille octapole (V) -14,49 17,42 

Voltage de l’octapole 2 -6,81 7,39 

 

3.2.2. Spectrométrie de masse haute résolution (HRMS) 

Les analyses de spectrométrie de masse haute résolution ont été réalisées en perfusion ou en couplage 

HPLC-UV/DAD-ESI-IT-TOF-MSn. L’appareil utilisé est de type LCMS-IT-TOF,(Shimadzu, Kyoto, 

Japon). La chaîne HPLC est composée de deux pompes LC-20ADxr, d’un injecteur automatique SIL-

20ACxr, d’un four à colonne CTO-20AC, d’un détecteur UV à barrettes de diodes SPD-M20A PDA 

et d’un système contrôleur CBM-20A. Les spectres UV ont été acquis entre 190 nm et 800 nm. Le 

spectromètre de masse haute résolution est un appareil hybride comprenant une source ESI une 
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trappe ionique et un détecteur à temps de vol (IT-TOF Shimadzu, Kyoto, Japon). La méthode 

d’analyse utilise le mode d’ionisation positif avec une acquisition MS des m/z compris entre 100 et 

1000 et MS/MS entre 50 et 1000. Les paramètres d’analyses sont les suivants : le bloc de chaleur et la 

température de la ligne de désolvatation à 200°C avec un flux d’azote de nébulisation à un débit de 1,5 

L/min, le voltage de l’interface à 4,0 kV, une tension du détecteur de 1,61 kV. Pour le mode MS, le 

temps d’accumulation des ions dans la trappe est fixé à 30 ms, concernant la fragmentation, elle se fait 

en mode automatique après accumulation des ions pendant 40 ms puis une énergie de collision de 

100% avec 50% de gaz de collision (argon) est appliquée. Toutes les données ont été enregistrées et 

analysées avec les logiciels : Labsolution LCMS Version 3.60, MetID, Formula Predictor Version 1.2 

et Mass calculator (Shimadzu, Kyoto, Japon). Une solution de sodium trifluoroacétate (2,5 mM) a été 

utilisée pour calibrer l’appareil pour des masses comprises entre 50 et 1000 Da.  

3.2.3. Déréplication des extraits bruts 

La déréplication est une méthode qui consiste à rechercher dans un mélange complexe la présence de 

métabolites connus, sans les isoler au préalable. Cette technique s’appuie sur l’analyse de données 

spectrales obtenues par couplage HPLC-UV/DAD et HPLC-MS/MS. Chaque composé est 

caractérisé par les informations suivantes : un temps de rétention en HPLC, une masse moléculaire, 

des caractéristiques spectrales et les principaux ions fils observés après fragmentation MSn. Ces 

données sont comparées avec les bases de données et notamment celle publiée par Nielsen et 

Smedsgaard en 2011 et qui recense 719 mycotoxines et autres métabolites secondaires fongiques 

(Nielsen et al., 2011). Chaque extrait brut peut ainsi être caractérisé par un profil chromatographique 

UV ou MS singulier permettant l’obtention de données sur la capacité métabolique des souches. Pour 

leurs analyses, les extraits ont été mis en solution dans du MeOH (qualité ULC/MS, Biosolve Chimie 

SARL, 57260 Dieuzé, France) à 1-10 mg/mL, filtrés sur filtre de cellulose régénérée (porosité 0,45 

µm, Minisart®, SartoriusStedimBiotech, Goettingen, Germany) et injectés à raison de 1-5 µL par 

extrait. Les colonnes utiliséessont des phases inverses : C18 Yperspher 3 BDS (3 µ, 125x2 mm, 

Interchim, Modulo-cart) munie d’une pré-colonne BC18 (3 µm, 10x2 mm, Interchim, Montluçon, 

France) et C18 100 Å Kinetex (2,6 µm, 150 x 2,1 mm, Phenomenex, Le Pecq, France) maintenue à 25 

°C. Un blanc MeOH et un contrôle qualité (QC) comprenant le mélange de l’ensemble des 

échantillons étudiéslors de l’analyse, sont systématiquement injectés. Les séquences d’analyse LC-

UV/DAD-HRMS suivent le modèle de la séquence présentée dans le Tableau A 3. 
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Tableau A 3 : Exemple de séquence analytique LC-UV/DAD-HRMS 

 

 

Deux méthodes analytiques ont été développées : 

 Méthode A : 

Les extraits sont dilués à 10 mg/mL dans du MeOH (qualité ULC/MS, Biosolve Chimie SARL, 

57260 Dieuzé, France). La phase mobile a consisté en un gradient acétonitrile/eau acidifiée avec 0,1% 

d’acide formique avec un débit d’élution de 0,3 mL/min (Tableau A 4). 

Tableau A 4 : Gradient d’élution de la méthode de déréplication A  

 

 Méthode B : 

Les extraits, les fractions ou les molécules pures sont dilués à 1 mg/mL dans du MeOH (qualité 

ULC/MS, Biosolve Chimie SARL, 57260 Dieuzé, France). La phase mobile a consisté en un gradient 

acétonitrile/eau acidifiée avec 0,1% d’acide formique avec un débit d’élution de 0,3 mL/min (Tableau 

A 5). 

Vial# Tray Name Sample Name Method File Inj. Volume

-1 1 equilibration_date 2012-10-16-equilibration_C18_kinetex_100ACN_15ACN_20min.lcm 1

-1 1 Blc1_date LCMS2_C18_Pos_35min_03mlmin.lcm 1

-1 1 Blc2_date LCMS2_C18_Pos_35min_03mlmin.lcm 1

1 1 MeOH_1_date LCMS2_C18_Pos_35min_03mlmin.lcm 1

1 1 MeOH_2_date LCMS2_C18_Pos_35min_03mlmin.lcm 1

2 1 QC_1_date LCMS2_C18_Pos_35min_03mlmin.lcm 1

1 1 MeOH_3_date LCMS2_C18_Pos_35min_03mlmin.lcm 1

3 1 échantillon-1_date LCMS2_C18_Pos_35min_03mlmin.lcm 1

4 1 échantillon-2_date LCMS2_C18_Pos_35min_03mlmin.lcm 1

5 1 échantillon-3_date LCMS2_C18_Pos_35min_03mlmin.lcm 1

6 1 échantillon-4_date LCMS2_C18_Pos_35min_03mlmin.lcm 1

1 1 MeOH_4_2013-03-12 LCMS2_C18_Pos_35min_03mlmin.lcm 1

7 1 échantillon-5_date LCMS2_C18_Pos_35min_03mlmin.lcm 1

8 1 échantillon-6_date LCMS2_C18_Pos_35min_03mlmin.lcm 1

9 1 échantillon-7_date LCMS2_C18_Pos_35min_03mlmin.lcm 1

10 1 échantillon-8_date LCMS2_C18_Pos_35min_03mlmin.lcm 1

1 1 MeOH_5_date LCMS2_C18_Pos_35min_03mlmin.lcm 1

2 1 QC_2_date LCMS2_C18_Pos_35min_03mlmin.lcm 1

1 1 MeOH_6_date LCMS2_C18_Pos_35min_03mlmin.lcm 1

11 1 échantillon-9_date LCMS2_C18_Pos_35min_03mlmin.lcm 1

12 1 échantillon-10_date LCMS2_C18_Pos_35min_03mlmin.lcm 1

13 1 échantillon-11_date LCMS2_C18_Pos_35min_03mlmin.lcm 1

14 1 échantillon-12_date LCMS2_C18_Pos_35min_03mlmin.lcm 1

1 1 MeOH_7_date LCMS2_C18_Pos_35min_03mlmin.lcm 1

1 1 MeOH_8_date LCMS2_C18_Pos_35min_03mlmin.lcm 1

Temps ACN
H2O + 0,1 % acide 

formique

0-5 min 15 85

45 min 100 0

50 min 100 0

58 min 15 85

63 min 15 85
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Tableau A 5 : Gradient d’élution de la méthode de déréplication B 

 

 

3.3. Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) 

Les molécules purifiées ont été soumises à une analyse par Résonance Magnétique Nucléaire. Cette 

méthode non destructrice permet d’accéder à la structure de la molécule via l’énergie propre aux 

liaisons inter-atomes au sein d’une molécule. Elle se base sur le temps de relaxation du moment 

magnétiques des noyaux (spin nucléaire) soumis à deux champs magnétiques orthogonaux : un 

premier constant orientant les spins dans une première direction, un second pulsé désorientant les 

spins nucléaires. 

La RMN 1D (1H et 13C) permet de déterminer le nombre de carbones et de protons dans la molécule. 

Les déplacements chimiques sont exprimés en partie par million (ppm) et reflètent l’environnement 

chimique des noyaux. En ce qui concerne les spectres du proton, l’intégration des pics permet de 

déterminer le nombre de noyaux, et la multiplicité des raies reflète l’environnement protonique. 

La RMN 2D permet d’identifier les différentes parties de la molécule et de les assembler entre elles à 

travers les corrélations entre les atomes d’hydrogène et de carbone. 

- COSY (COrrelationSpectrometrY) : met en évidence les corrélations entre protons couplés de 

façon scalaire (2JHH, 3JHH protons portés par des carbones voisins) 

- TOCSY : met en évidence des interactions entre protons appartenant à un même système de 

spins (JHH) 

- NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY) : interaction dipolaire (spatiale) entre deux 

protons (1H-1H) 

- HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) : met en évidence les intéractions1H-13C, il 

aide à attribuer le spectre 13C d’une molécule en faisant le lien avec le spectre 1H (1JCH) 

- HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence) : interaction longue distance 1H-13C (2JCH, 
3JCHvoire4JCH) 

Ces analyses ont été réalisées au sein de la plate-forme PRISM par le Dr. A. Bondon (Université de 

Rennes 1) sur un spectromètre 500 MHz Bruker avec cryosonde TCI. La cryosonde permet 

d’augmenter la sensibilité de l’appareil et ainsi réduire la quantité de produit nécessaire pour l’analyse 

(Bugni et al., 2010). Les composés ont été solubilisés dans du méthanol-d4 ou du chloroforme deutéré 

selon la polarité des molécules et analysés en RMN 1D (1H et 13C) et 2D (HSQC, HMBC, COSY, 

TOCSY, NOESY). 

Temps ACN
H2O + 0,1 % acide 

formique

0-2 min 15 85

25 min 100 0

30 min 100 0

31 min 15 85

35 min 15 85
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4. Evaluation de l’activité cytotoxique  

4.1. Entretien des lignées cellulaires 

Afin d’évaluer l’activité cytotoxique ou antiproliférative des molécules synthétisées, six lignées 

cellulaires ont été utilisées : quatre lignées cancéreuses afin de suivre et d’évaluer l’activité biologique 

et deux lignées saines afin de déterminer la toxicité des extraits, fractions et molécules purifiées.  

Toutes les lignées cellulaires, ont été cultivées en flasques 25 cm2 ou 75 cm2 et incubées dans une 

étuve thermostatée à 37°C, sous atmosphère enrichie à 5% en CO2. Elles ont été repiquées tous les 

deux jours. 

Lignées tumorales 

La lignée KB, répertoriée à l’ATCC sous le code CCL-17™, est une lignée tumorale humaine 

couramment employée dans le triage d’agents antitumoraux (Perdue, 1982). Cette lignée a été isolée 

pour la première fois en 1954 par H. Eagle d’un cancer du pharynx d’un adulte (Eagle, 1955). In vitro 

ce sont des cellules adhérentes qui forment une couche monocellulaire, elles sont polygonales et 

réfringentes. Ces cellules sont stables au cours des divers repiquages ce qui permet une reproductibilité 

des résultats. La culture de cette lignée se fait dans le milieu BME (Basal Medium Eagle Sigma®) 

supplémenté en sérum de veau fœtal (SVF, 5% (v/v)), en antibiotiques (mélange 

streptomycine/pénicilline à 10000 µg/mL 1% ( v/v)) et en L-glutamine (1% (v/v)). 

La lignée POS-1 est une lignée tumorale provenant d’un ostéosarcome murin spontané de souris C3H 

(Kamijo et al., 2002; Ory et al., 2005) gracieusement fournie par le Kanagawa Cancer Center 

(Kanagawa, Japon) au Laboratoire de la Physiopathologie de la Résorption Osseuse (LPRO, Inserm 

UMR-957). In vitro, ces cellules sont adhérentes et se développent en une couche monocellulaire. Elles 

sont de forme relativement allongée et semblent vouloir se diviser lorsqu’elles sont en contact avec 

d’autres cellules.La culture de cette lignée se fait dans le milieu RPMI 1640 (Gibco®) contenant de la 

L-glutamine et supplémenté en SVF (5% (v/v)). 

La lignée AT6-1 est une lignée tumorale provenant d’un carcinome prostatique de rat Dunning R3327 

(Lamoureux et al., 2008). Cette lignée a été gracieusement fournie au LPRO par le Dr J.-P. Thiery 

(Villejuif, France) et provient de l’EuropeanCell Culture Collection. Ces cellules sont, in vitro, 

adhérentes et poussent en amas. Elles sont très sensibles à la confluence : en cas de confluence trop 

importante, elles se détachent de leur support et meurent.La culture d’AT6-1 se fait dans le milieu 

DMEM (Gibco®) contenant de la L-glutamine et du glucose (4,5 g/L) et supplémenté en SVF (5% 

(v/v)). 

La lignée OSRGa est une lignée tumorale issue d’ostéosarcome de rat. Cette lignée a été initialement 

établie à partir d’ostéosarcome radio-induit sur des rats Sprague-Dawley(Klein et al., 1977; Jasmin et 

al., 1982). Ces cellules sont adhérentes et se développent en une monocouche cellulaire. Leur culture 

se fait dans le milieu DMEM (Gibco®) (contenant de la L-glutamine et du glucose) supplémenté de 

5% de SVF. 

La lignée SaOS2 répertoriée à l’ATCC sous le numéro HTB-85™ est une lignée tumorale provenant 

d’un ostéosarcome humain, isolée et caractérisée par J.Fogh et G. Trempe en 1977 (Fogh et al., 1977a; 
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Fogh et al., 1977b). Ces cellules de type épithélial sont également adhérentes et leur culture se fait dans 

le milieu DMEM contenant de la L-glutamine et du glucose (4,5 g/L) et supplémenté en SVF (10% 

(v/v)). 

La lignée MG-63 est une lignée de cellules d’ostéosarcome humain (ATCC® CRL-1427™) isolée et 

caractérisée par Billau et al. 1977 (Billiau et al., 1977). Ces cellules adhérentes sont cultivées dans les 

mêmes conditions que les cellules SaOS2. 

Lignées non tumorales 

La lignée L929 répertoriée à l’ATCC sous le numéro CCL-1™, est une lignée saine de fibroblastes 

murins. In vitro, ces cellules sont adhérentes et se développent en une couche monocellulaire. Cette 

lignée a été isolée en 1948. Le clone 929 de la souche parente a été établi à partir de la 

95èmegénération cellulaire (Sanford et al., 1948).La culture de cette lignée se fait dans le milieu RPMI 

1640 (Gibco®) contenant de la L-glutamine% et supplémenté en SVF (5% (v/v)). 

Les cellules HFF2(Human Foreskin Fibroblast) constituaient le deuxième type cellulaire sain utilisé. 

In vitro, ces fibroblastes humains sont des cellules adhérentes qui se développent en une couche 

monocellulaire. Elles sont cultivées sur milieu DMEM (Gibco®) contenant de la L-glutamine% et 

supplémenté en SVF (10% (v/v)). 
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4.2. Tests d’activité cytotoxique ou antiproliférative 

Deux tests différents ont été utilisés afin d’évaluer l’activité cytotoxique ou antiproliférative des 

extraits et molécules purifiées. Ces tests sont basés sur la mesure de l’activité enzymatique 

mitochondriale des cellules vivantes. Les réactifs utilisés sont des sels de tetrazolium : soit du MTT 

(bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium) soit du XTT (2,3-Bis-(2-methoxy-

4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide). En conditions normales, ces sels sont 

métabolisés par les enzymes mitochondriales en cristaux de formazan (Figure A 2). Ces cristaux sont 

soit solubles dans le milieu (XTT) soit insolubles (MTT) ce qui nécessite alors qu’ils soient solubilisés 

par un tampon de lyse préparé extemporanément. L’intensité de coloration proportionnelle à la 

viabilité cellulaire est ensuite mesurée par spectrophotométrie. 

Les tests MTT ont été réalisés au sein du laboratoire MMS-EA2160 sur la lignée KB, et les tests XTT 

ont été réalisés au sein de la société ABS sur les autres lignées. Les protocoles utilisés étant différents, 

ils sont détaillés tous les deux ci-dessous. 

A.  

B.  

Figure A 2 : Réactions de métabolisation des sels de tetrazolium (A. MTT et B. XTT) 

par les déhydrogénases mitochondriales 
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4.2.1. Test de cytotoxicité MTT 

Le test MTT se base sur le protocole établi par Mosmann en 1983 et revu par Denizot en 1986 

(Mosmann, 1983; Denizot et Lang, 1986). 

Ces tests ont été réalisés sur les cellules KB, en duplicata, en plaques 96 puits (Nunc™). Aucun test 

n’a été réalisé dans les puits périphériques au vu de l’éventuelle évaporation du milieu qui pourrait s’y 

produire. Seul du milieu de culture y a été introduit. 

Les plaques ont été ensemencées à J0 à raison de 50 µL/puits d’une suspension cellulaire à 2.105 

cellules KB/mL préparée après trypsination des cellules d’une flasque 75 cm2. 

A J2 les produits à tester ont été déposés dans les puits aux concentrations souhaitées, à raison de 50 

µL par puits, les échantillons étant préalablement solubilisés dans du MeOH puis dilués au 1/10 dans 

du milieu de culture (soit 5% de MeOH dans les puits). Les dilutions ont été réalisées de demi en demi 

à partir de la première concentration. Un contrôle solvant a été réalisé afin de vérifier l’innocuité de 

5% de MeOH sur les cellules KB.  

A J5, 50 µL de réactif MTT (Sigma Aldrich®), à 5 mg/mL dans le tampon PBS (Phosphate Buffered 

Saline) et de couleur jaune, ont été ajoutés dans chaque puits et les plaques ont été mises à incuber 

pendant 3h à 37°C, sous atmosphère enrichie à 5% de CO2. 

Après ce délai d’incubation, le surnageant de chaque puits a été éliminé et 100 µL de tampon de lyse 

préparé extemporanément (isopropanol / 0,04% d’HCl 1N) ont été ajoutés dans chaque puits afin de 

solubiliser les cristaux de formazan formés, de couleur violette. 

Après homogénéisation, les absorbances à 570 nm et 630 nm (correspondant au bruit de fond) ont été 

lues au spectrophotomètre (Lecteur de microplaques ELx800™, Universal Microplaque Reader, Bio-

Teck® Instruments, INC). 

L’absorbance relative étant proportionnelle au nombre de cellules vivantes dans le puits, la courbe 

représentant le pourcentage d’inhibition de la viabilité en fonction de la concentration a été tracée et la 

CI50 calculée (concentration inhibant 50% de la prolifération cellulaire) pour chaque échantillon. 
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4.2.2. Test de cytotoxicité XTT 

Les tests de cytotoxicité XTT ont été réalisés sur les cellules POS-1, L-929, HFF2, AT6-1, OSRGa, 

MG-63 et SaOS2.  

Les plaques ont été ensemencées à J0 à l’aide d’une pipette multicanaux à raison de 100 µL/puits 

d’une suspension cellulaire, préparée après trypsination des cellules d’une flasque 75 cm2, à 10 000 

cellules/mL (lignées AT6-1, POS1, L929, HFF2), 20 000 cellules/mL (lignéesMG-63 et SaOS2) ou 

25 000 cellules/mL (lignée OSRGa).Les puits périphériques ont été additionnés de 100 µL de milieu 

de culture. Les plaques ont ensuite été incubées à 37 °C – 5% CO2. 

Après 24h, le surnageant a été retiré à l’aide d’une pipette et 95 µL de milieu neuf ont été ajoutés dans 

les puits. L’élément testé a été préparé dans de l’éthanol absolu à 1mg/mL puis les dilutions ont été 

effectuées avec un mélange PBS-2% EtOH afin que le pourcentage d’EtOH reste constant dans tous 

les puits. Les éléments d’essai aux concentrations désirées ont été ajoutés à raison de 5 µL par puits 

(dilution au 1/20ème). 

Deux types de contrôle sont réalisés : 

- un contrôle milieu : cellules cultivées dans du milieu de culture seul, sans addition d’élément 

d’essai. 

- un contrôle solvant : cellules cultivées dans du milieu de culture, sans addition d’élément d’essai, 

et en présence de 0,1% éthanol/puits. 

Des blancs correspondants à des puits contenant du milieu de culture seul ont aussi été réalisés en 

triplicat. 

Après 72 heures de mise en contact avec les molécules, l’effet cytotoxique ou anti prolifératif des 

extraits a été évalué aux différentes concentrations testées par addition du réactif XTT (dosage 

colorimétrique). Ainsi, 50 µL de réactif XTT (Cellproliferation kit II Roche) ont été ajoutés dans les 

puits. Après 4h d’incubation à l’abri de la lumière, à 37°C, sous atmosphère enrichie à 5% de CO2, les 

absorbances à 450 nm ont été lues au spectrophotomètre (Lecteur de microplaques Wallac Victor2™ 

1420 MultiLabelCounter Perkin Elmer®). Les cristaux de formazan orange étant directement 

solubilisés dans le milieu, l’étape de solubilisation par tampon de lyse n’est pas réalisée d’où un gain 

de temps par rapport au test MTT (Roehm et al., 1991). 

Tout comme le test MTT, l’absorbance est proportionnelle au nombre de cellules vivantes dans le 

puits. La CI50 est déterminée à partir de la courbe représentant le pourcentage d’inhibition de la 

viabilité cellulaire en fonction de la concentration. 
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ANNEXE III : Caractéristiques physico-chimiques et spectres RMN de 

l’émodine (351-N1) 

1. Caractéristiques physico-chimiques 

Emodine (351-N1) 
 
Formule brute :C15H10O5 

Poids moléculaire : 270,0528 Da 

TRb: 13,0 min 

Spectre UV-visible :λmax 222(100), 254sh, 266(54), 287(60), 

440(36) 
HRMS/MS : 

MS-ESI+ :m/z 271,0578 [M+H]+ ; MS/MS : 229,0465 (100) ; 

201,0518 (60); 173,0586 (60); 145,0637 (20) 

MS-ESI- : m/z 269,0441 [M-H]- ; MS/MS : 241,0491 (38) ; 

225,0550 (100) ; 210,0308 (40) ; 197,0599 (35);181,0659 (35) 

Formule développée 

 

Position 
13C, δC 
(ppm) 

HSQC 1H-13C (1J) 
1H, δH (ppm) 

(multiplicité ; 

intégration ; couplage J ) 

COSY 1H-1H 
1H, δH  
(ppm) 

HMBC 1H-13C 

(2J, 3J, 4J) 
13C, δC (ppm) 

1 163,6    

2 125,3 7,09 (d ; 1H ; 0,8Hz) 2,43 ; 7,56 22,2 ; 115,2 ; 121,8 ; 163,6 

3 149,5    

4 121,8 7,56 (d ; 1H ; 1,1Hz) 2,43 ; 7,09 22,2 ; 115,2 ; 125,3; 183,7 ; 191,5 

4a 134,9    

5 111,4 7,15 (d ; 1H ; 2,4Hz) 6,50 109,4 ; 183,7 

6 169,7    

7 109,4 6,50 (d ; 1H ; 2,4Hz) 7,15 109,9 ; 166,4 ; 169,7 

8 166,4    

8a 109,9    

9 183,7    

9a 136,9    

10 191,5    

10a 115,2    

3-CH3 22,2 2,43 (s; 3H) 7,09 ; 7,56 121,8 ; 125,3 ; 149,5 

Spectres RMN réalisés dans le CDOD3 
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2. Spectres RMN 1D et 2D de l’émodine  

 

Figure A 3 : Spectre 1H-RMN (500 MHz, CD3OD) de l’émodine 
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Figure A 4 : Spectre 13C-RMN (APT, 500 MHz, CD3OD) de l’émodine 
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ANNEXE IV : Caractéristiques physico-chimiques et spectres RMN du FD-

838 (351-N2) 

1. Caractéristiques physico-chimiques 

FD-838 (351-N2) 
 
Formule brute : C22H21NO7 

Pouvoir rotatoire : αD= -12,2° (c 0,35 ; EtOH ; 20 °C) 
Poids moléculaire : 411,1318 Da 

TRa : 21 min ; TRb : 11,5 min 

Spectre UV-visible : λmax End(100), 255(44), 285(24), 345(85) 
HRMS/MS : MS-ESI+: m/z412,1368 [M+H]+, m/z434,1169 

[M+Na]+; MS/MS : 380,1111 (100) ; 219,0588 (50) 

Formule développée 

 

Position 
13C, δC 

(ppm) 

HSQC 1H-13C (1J) 
1H, δH (ppm) 

(multiplicité ; intégration ; 

couplage J ) 

COSY 1H-1H 
1H, δH  
(ppm) 

HMBC 1H-13C  
(2J, 3J, 4J) 

13C, δC  

(ppm) 

1     

2 172,6     

3 107,8     

4 195,6     

5 89,7     

6 166,3     

7  7,46 (s ; 1H)   

8 91,5     

9 74,2  4,71 (d ; 1H ; 12 Hz)   

10 143,3     

11 118,3  7,05 (d ; 1H ; 4 Hz) 6,24 107,9 ; 143,3 ; 163,8 

12 107,9  6,24 (d ; 1H ; 4 Hz) 7,05 118,3 ; 143,3 ; 163,8 

13 163,8     

14 21,8  2,77 (q ; 2H ; 8 Hz) 1,30 11,8 ; 107,9 ; 163,8 

15 11,8  1,30 (t ; 3H ; 8 Hz) 2,77 21,8 ; 163,8 

16 6,2  2,03 (s ; 3H)  107,8 ; 143,3 ; 172,6 ; 195,6 

17 194,6     

18 132,4     

19 130,6  8,34 (d ; 1H ; 8 Hz) 7,51 130,6 ; 134,6 ; 194,6 

20 128,7  7,51 (t ; 1H ; 8 Hz) 8,34 128,7 ; 130,6 

21 134,6  7,66 (t ; 1H ; 8 Hz) 7,51 130,6 

22 128,7  7,51 (t ; 1H ; 8 Hz) 8,34 128,7 ; 130,6 

23 130,6  8,34 (d ; 1H ; 8 Hz) 7,51 130,6 ; 134,6 ; 194,6 

8-OCH3 51,7  3,42 (s ; 3H)   

9-OH  4,14 (d ; 1H ; 12 Hz)   

Spectres RMN réalisés dans le CDCl3 
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2. Spectres RMN 1D et 2D du FD-838 

 

Figure A 8 : Spectre 1H-RMN (500 MHz, CDCl3) du FD-838 

 

Figure A 9 : Spectre 13C-RMN (500 MHz, CDCl3) du FD-838 
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ANNEXE V : Caractéristiques physico-chimiques et spectres RMN de la 

norlichéxanthone (351-N3) 

1. Caractéristiques physico-chimiques 

Norlichéxanthone (351-N3) 
 

Formule brute :C14H10O5 

Poids moléculaire :258,0528 Da 

TRa : 21,9 min ; TRb : 10,2min 

Spectre UV-visible :λmax 204(65), 242(100), 267sh, 314(60) 

HRMS/MS : 

MS-ESI+ :  m/z 259,0563 [M+H]+ ; MS/MS : 244,0331 ; 213,0542 ; 

191,0677 ; 185,0588 ; 151,0381 

MS-ESI- :m/z 257,0446 [M-H]- ; MS/MS : 244,0341 (100) ; 

217,0484 (60); 213,0516 (62) ; 191,0700 (47) ; 185,0575 (18) ; 

151,0384 (37) 

Formule développée 

 

Position 
13C, δC 

(ppm) 

HSQC 1H-13C (1J) 
1H, δH (ppm) 

(multiplicité ; intégration ; 

couplage J ) 

COSY 1H-1H 
1H, δH (ppm) 

HMBC 1H-13C  
(2J, 3J, 4J) 

13C, δC (ppm) 

1 158,8    

2 99,1 6,09 (d ; 1H ;  2,1Hz) 6,21 94,5; 103,9; 165,2; 166,8 

3 166,8    

4 94,5 6,21 (d ; 1H ; 2,6Hz) 6,09 99,1; 103,9; 158,8; 166,8 

4a 165,2    

5 101,8 6,58 (s ; 1H)  23,8 ; 101,8 ; 112,6; 117,6; 161,0; 
165,2; 183,5 

5a 161,0    

6 165,2    

7 117,6 6,58 (s ; 1H) 2,77 23,8 ;101,8; 112,6; 117,6; 161,0; 
165,2; 183,5 

8 144,7    

8a 112,6    

9 183,5    

9a 103,9    

8-CH3 23,8 2,77 (s ; 3H)  112,6 ; 117,6 ; 144,7 

Spectres RMN réalisés dans le CDOD3 
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2. Spectres RMN 1D et 2D de la norlichéxanthone 

 

Figure A 13 : Spectre 1H-RMN (500 MHz, CD3OD) de la norlichéxanthone
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ANNEXE VI : Caractéristiques physico-chimiques et spectres RMN 

l’alternariol (351-N5) 

1. Caractéristiques physico-chimiques 

Alternariol (351-N5) 
 
Formule brute :C14H10O5 

Poids moléculaire :258,0528 Da 

TRa : 19,9 min ; TRb : 8,6 min 

Spectre UV-visible :λmax 202(50), 254(100), 288(20), 299(20), 

338(23) 
HRMS/MS: MS-ESI+ : m/z 259,0572[M+H]+ ; MS/MS : 244,0323 

(18) ; 241,0538 (18) ; 213,0548 (50); 185,0582 (100) 161,0605 (32); 

139,0553 (30); 115,0545 (16) 

Formule développée 

 

Position 
13C, δC 

(ppm) 

HSQC 1H-13C (1J) 
1H, δH (ppm) 

(multiplicité ; intégration ; 

couplage J ) 

COSY 1H-1H 
1H, δH  
(ppm) 

HMBC 1H-13C 
(2J, 3J, 4J) 

13C, δC (ppm) 

1 98,6    

2 167,0    

3 102,4 6,33 (d ; 1H ; 2,5Hz) 7,22 98,6; 106,2 ; 166,3 ; 168,5 

4 166,3    

5 106,2 7,22 (d ; 1H ; 2,5Hz) 6,33 98,6 ; 102,4 ; 111,1 ; 167,0 ; 168,5 

6 139,9    

7 111,1    

8 140,1    

9 118,7 6,68 (d ; 1H ; 2,5Hz) 2,75 ; 6,59 26,0 ; 102,9 ; 111,1 ; 160,1 

10 160,1    

11 102,9 6,59 (d ; 1H ; 2,5Hz) 6,68 111,1 ; 118,7 ; 154,6 ; 160,1 

12 154,6    

13 168,5    

8-CH3 26,0 2,75 (s ; 3H) 6,68 106,2 ; 111,1 ; 118,7 ; 139,9 

Spectres RMN réalisés dans le CDOD3 
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2. Spectres RMN 1D et 2D de l’alternariol 

 

Figure A 18 : Spectre 1H-RMN (500 MHz, CD3OD) de l’alternariol 
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ANNEXE VII : Caractéristiques physico-chimiques et spectres RMN 

duphyscion (351-N6) 

1. Caractéristiques physico-chimiques 

Physcion (351-N6) 
 
Formule brute :C16H12O5 

Poids moléculaire : 284,0685 Da 

TRa : 31,4 min ; TRb : 15,0 min 

Spectre UV-visible :λmax 222(100), 254sh, 267(54),288(55), 
440(36) 

HRMS/MS :m/z285,0774 [M+H]+MS/MS : 253,0464 (33) ; 

242,0542 (100) ; 225,0504 (40) 211,0730 (95) ; 197,0572 
(35) ; 168,0557 (73) ; 151,0380 (33) 

Formule développée 

 

Position 

13C, 

δC 
(ppm) 

HSQC 1H-13C (1J) 
1H, δH (ppm) 

(multiplicité ; intégration ; 

couplage J ) 

COSY 1H-1H 
1H, δH  
(ppm) 

HMBC 1H-13C 
(2J, 3J, 4J) 

13C, δC (ppm) 

1 162,4    

2 124,4 7,09 (s ; 1H) 2,46 ; 7,63 22,2 ; 113,7 ; 121,2 

3 148,4    

4 121,2 7,63 (s; 1H) 2,46 ; 7,08 22,2 ; 113,7 ; 124,4 ; 182,0 

4a 133    

5 108,1 7,37 (d ; 1H ; 2,4Hz) 6,69 106,6 ; 110,2 ; 182,0 

6 166,5    

7 106,6 6,69 (d ; 1H ; 2,4Hz) 7,37 108,1 ; 110,2 ; 165,2 

8 165,2    

8a 110,2    

9 182,0    

9a 135    

10 190,8    

10a 113,7    

11 56,1 3,95 (s ; 3H)  166,5 

3-CH3 22,2 2,46 (s ; 3H) 7,09 ; 7,63 121,2 ; 124,4 ; 148,4 

1-OH  12,12 (s)  113,7 ;124,4 ; 162,4 

8-OH  12,32 (s)  106,6 ; 110,9 ; 165, 

Spectres RMN réalisés dans le CDCl3 
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2. Spectres RMN 1D et 2D du physcion 

 

Figure A 23 : Spectre 1H-RMN (500 MHz, CD3OD) du physcion 

 

Figure A 24 : Spectre 13C-RMN (500 MHz, CD3OD) du physcion 
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ANNEXE VIII : Caractéristiques physico-chimiques et spectres RMN de 

l’acide 3-O-methyl-curvulinique(351-N7) 

1. Caractéristiques physico-chimiques 

Acide 3-O-méthyl-curvulinique  

(351-N7) 
 
Formule brute :C11H12O5 

Poids moléculaire : 224,0685 Da 

TRa : 11,9 min ; TRb : 5,2 min 

Spectre UV-visible : λmax End(100), 217 (63), 269 (33), 297 

(23) 

HRMS/MS :m/z225,0757 [M+H]+MS/MS : 207,0683 (48) ; 

165,0582 (14) ; 137,0623 (100) 

Formule développée 

 

Position 
13C, δC 

(ppm) 

HSQC 1H-13C (1J) 
1H, δH (ppm) 
(multiplicité ; 

intégration ; couplage J ) 

COSY 1H-1H 
1H, δH (ppm) 

HMBC 1H-13C 
(2J, 3J, 4J) 

13C, δC (ppm) 

1 137,8    

2 110,8 6,34 (d ; 1H ; 2,4Hz) 3,69 ; 6,36 40,7 ; 101,2 ; 121,9 ; 163,8 ; 175,4 

3 163,8    

4 101,2 6,36 (d ; 1H ; 2,4Hz) 6,34 110,8 ; 121,9 ; 160,6 ; 163,8 ; 206,4 

5 160,6    

6 121,9    

7 206,4    

8 32,5 2,53 (s ; 3H)  121,9 ; 206,4 

9 40,7 3,69 (s ; 2H)  110,8 ; 121,9 ; 137,8 ; 175,4 

10 175,4    

11 55,9 3,78 (s ; 3H)  163,8 

Spectres RMN réalisés dans le CDOD3 
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2. Spectres RMN 1D et 2D de l’acide 3-O-méthyl-curvulinique 

 

Figure A 28 : Spectre 1H-RMN (500 MHz, CD3OD) de l’acide 3-O-curvulinique 

 

Figure A 29 : Spectre 13C-RMN (500 MHz, CD3OD) de l’acide 3-O-curvulinique 

THUY-F22C-1H.ESP

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5

Chemical Shift (ppm)

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

N
o

rm
a

liz
e

d
 I

n
te

n
s
it
y

2
.5

2
9

3

3
.6

9
2

4
3

.7
7

8
3

6
.3

3
9

2

6
.3

5
8

9

THUY-F22C-1H.ESP

6.40 6.35 6.30 6.25 6.20

Chemical Shift (ppm)

0

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

N
o
rm

a
li
z
e
d
 I
n
te

n
s
it
y

6
.3

3
4
5

6
.3

3
9
2

6
.3

5
8
9

6
.3

6
4
0

3,51,0 1,1 2,3 3,4

1,0 1,1

H8

H9

H11

H2H4

CD3OD

H2O

NTHUY22C.207.esp

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
Chemical Shift (ppm)

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

22

24

26

28

N
o

rm
a

li
z
e

d
 I
n

te
n

s
it
y

3
2

.4
9

4
0

.7
3

4
8

.8
0

4
8

.9
7

4
9

.1
5

4
9

.3
2

4
9

.4
9

4
9

.6
0

4
9

.6
6

5
5

.9
0

1
0

1
.2

1

1
1

0
.8

0

1
2

1
.9

4

1
3

7
.8

2

1
6

0
.5

8
1

6
3

.7
6

1
7

5
.3

8

2
0

6
.3

8

C1

C2

C3
C4

C5 C6
C7

C8

C9C10

C11

O H

O

O

OH

H

O

H

HH

1

2

3

4

5

6

78

9 10

11



ANNEXE VIII : Caractéristiques physico-chimiques et spectres RMN  de l’acide 3-O-méthyl-curvulinique 

(351-N7) 

57 

 

F
ig

u
re

 A
 3

0
 :

 S
p

e
c
tr

e
 C

O
S

Y
 (

5
0

0
 M

H
z

, 
C

D
3
O

D
) 

d
e
 l

’a
c
id

e
 3

-O
-m

é
th

y
l-

c
u

rv
u

li
n

iq
u

e
 

7
6

5
4

3
2

1
F2

 C
he

m
ic

al
 S

hi
ft 

(p
pm

)

0 1 2 3 4 5 6 7

F1 Chemical Shift (ppm)



ANNEXE VIII : Caractéristiques physico-chimiques et spectres RMN  de l’acide 3-O-méthyl-curvulinique 

(351-N7) 

58 

F
ig

u
re

 A
 3

1
 : S

p
e
c
tre

 H
S

Q
C

 (5
0

0
 M

H
z

, C
D

3 O
D

) d
e
 l’a

c
id

e
 3

-O
-m

é
th

y
l-

c
u

rv
u

lin
iq

u
e
 

 

7
6

5
4

3
2

1
F

2
 C

h
e

m
ic

a
l S

h
ift (p

p
m

)

02
0

4
0

6
0

8
0

1
0

0

1
2

0

1
4

0

F1 Chemical Shift (ppm)



ANNEXE VIII : Caractéristiques physico-chimiques et spectres RMN  de l’acide 3-O-méthyl-curvulinique 

(351-N7) 

59 
 

F
ig

u
re

 A
 3

2
 :

 S
p

e
c
tr

e
 H

M
B

C
 (

5
0

0
 M

H
z
, 

C
D

3
O

D
) 

d
e
 l

’a
c
id

e
 3

-O
-m

é
th

y
l-

c
u

rv
u

li
n

iq
u

e
 

7
6

5
4

3
2

1
F

2
 C

h
e

m
ic

a
l 
S

h
if
t (

p
p

m
)

0 2
0

4
0

6
0

8
0

1
0

0

1
2

0

1
4

0

1
6

0

1
8

0

2
0

0

F1 Chemical Shift (ppm)



 

60 



ANNEXE IX : Caractéristiques physico-chimiques et spectres RMN de la ligérine 

61 

ANNEXE IX : Caractéristiques physico-chimiques et spectres RMN de la 

ligérine 

1. Caractéristiques physico-chimiques 

Ligérine 
7-chloro-6-O-succinyl-fumagillol 

 
Formule brute : C20H31ClO7 

Poids moléculaire : 418,1758 Da 

TRa : 22,2 min ; TRb : 11,6 min 

Spectre UV-visible : / 

HRMS/MS :m/z 441,1694 [M+Na]+MS/MS : 405,1922 (92) 

;387,1847 (3) ; 341,1509 (10) ; 335,11 (2) ; 323,141 (13) ; 

305,1748 (14) ; 287,163 (28) ; 257,1511 (2) ; 255,1372 (3) 

Formule développée 

 

Position 13C, δC (ppm) 
1H, δH (ppm)  

(multiplicité ; intégration ; couplage J ) 

1 23,4 (CH2) 1,80-1,86 (m ; 2H) 

2 29,3 (CH2) 
1,42 (m ; 1H) 
2,16 (m ; 1H) 

3 76,7 (Cq)  

4 43,2 (CH) 2,42 (m ; 1H) 

5 78,4 (CH) 3,27 (m ; 1H) 

6 66,4 (CH) 5,49 (s ; 1H) 

7 50,3 (CH2) 
3,49(d ; 1H ; 10 Hz) 
3,83 (d ; 1H ; 10 Hz) 

8 56,6 (CH3) 3,27 (s ; 3H) 

1’ 64,0 (Cq)  

2’ 62,3 (CH) 2,95 (t ; 1H ; 5,5 Hz) 

3’ 27,4 (CH2) 
2,16(m ; 1H) 
2,42 (m ; 1H) 

4’ 118,2 (CH) 5,17 (t ; 1H ; 7,3 Hz) 

5’ 134,8 (Cq)  

6’ 25,8 (CH3) 1,73 (s ; 3H) 

7’ 17,9 (CH3) 1,66 (s ; 3H) 

8’ 22,2 (CH3) 1,48 (s ; 3H) 

1’’ 171,5 (Cq)  

2’’ 29,3 (CH2) 2,71 (m ; 2H) 

3’’ 29,3 (CH2) 2,71 (m ; 2H) 

4’’ 176,9 (Cq)  

Spectres RMN réalisés dans le CDCl3 
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2. Spectres RMN 1D de la ligérine 
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ANNEXE X : Caractéristiques physico-chimiques et spectres RMN du 6-O-

succinyl-fumagillol 

1. Caractéristiques physico-chimiques 

6-O-succinyl-fumagillol 
6-(3-carboxy-1-oxopropyl)-fumagillol 
 
Formule brute : C20H30O7 
Poids moléculaire : 382,1992 Da 

TRa : 20,6 min ; TRb : 10,3 min 

Spectre UV-visible : / 

HRMS/MS :m/z 405,184 [M+Na]+MS/MS : 405,192 (28); 

305,1757 (100); 287,1638 (89); 257,1525 (6); 255,1396 (9); 

233,0808 (8) 

Formule développée 

 

Position 13C, δC (ppm) 
1H, δH (ppm) 

(multiplicité ; intégration ; couplage J) 

1 26,0 (CH2) 1.82-1.86 (m ; 2H) 

2 29,7 (CH2) 
1.10 (m ; 1H) 
2.05 (m ; 1H) 

3 59,7 (C)  

4 48,1 (CH) 1.98 (m ; 1H) 

5 79,2 (CH) 3.63 (dd ; 1H ; 4 et 12Hz) 

6 67,2 (CH) 5.68 (s ; 1H) 

7 51,2 (CH2) 
2.56 (d ; 1H ; 4.3 Hz) 
2.96 (d ; 1H ; 4.3 Hz) 

8 57,1 (CH3) 3.40 (s ; 3H) 

1’ 59,6 (C)  

2’ 61,5 (CH) 2.63 (t ; 1H ; 5.0 Hz) 

3’ 27,7 (CH2) 
2.17 (m ; 1H) 
2.39 (m ; 1H) 

4’ 118,7 (CH) 5.19 (t ; 1H ; 7.0 Hz) 

5’ 135,4 (C)  

6’ 18,3 (CH3) 1.76 (s; 3H) 

7’ 26,1 (CH3) 1.68 (s; 3H) 

8’ 14,0 (CH3) 1.2 (s; 3H) 

1’’ 171,9 (C)  

2’’ 29,7 (CH2) 2.71 (s; 2H) 

3’’ 29,7 (CH2) 2.71 (s; 2H) 

4’’ 175,7 (C)  

Spectres RMN réalisés dans le CDCl3 
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2. Spectres RMN 1D du 6-O-succinyl-fumagillol 
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ANNEXE XI : Caractéristiques physico-chimiques et spectres RMN du 

fumagillol 

1. Caractéristiques physico-chimiques 

Fumagillol 
 
Formule brute :C16H26O4 
Poids moléculaire : 282,1831 Da 

TRa : 19,3 min; TRb : 9,3 min 

Spectre UV-visible : / 

HRMS/MS :m/z 283,1904 [M+H]+MS/MS : 265,1828 (91) ; 

251,166 (100) ; 247,1702 (19) ; 233,1561 (91) ; 215,1376 (14) ; 

211,1366 (15) ; 187,1485 (19) ; 139,0732 (14) ; 134,0988 (75) 

Formule développée 

 

Position 
1H, δH (ppm) 

(multiplicité ; intégration ; couplage J) 

1 1,75-1,80 (m ; 2H) 

2 
0,96(m ; 1H) 
2,19 (m ; 1H) 

3  

4 1,93 (d ; 1H ; 11,2 Hz) 

5 3,62 (dd ; 1H ; 2,8 et 11,2 Hz) 

6 4,37 (m ; 1H) 

7 
2,54 (d ; 1H ; 10,8 Hz) 
2,94 (d ; 1H ; 10,8 Hz) 

8 3,62 (s ; 3H) 

1’  

2’ 2,58 (t ; 1H ; 6,4 Hz) 

3’ 

2,17 (m ; 1H) 
2,35 (m ; 1H) 

 

4’ 5,20 (t ; 1H ; 6,8 Hz) 

5’  

6’ 1,73 (s ; 3H) 

7’ 1,65 (s ; 3H) 

8’ 1,21 (s ; 3H) 

Spectres RMN réalisés dans le CDCl3 
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2. Spectre RMN 1D du fumagillol 
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ANNEXE XII : Caractéristiques physico-chimiques et spectres RMN du 7-

chloro-fumagillol 

1. Caractéristiques physico-chimiques 

7-chloro-fumagillol 
 
Formule brute : C16H27O4Cl 
Poids moléculaire : 318,1598 Da 

TRa : 20,9 min ; TRb : 10,7 min 

Spectre UV-visible : / 

HRMS/MS :m/z 341,1512 [M+Na]+MS/MS : 305,1768 (100) ; 

324,9887 (7) ; 233,1558 (2) ; 311,1408 (2) ; 187,1483 (2) 

Formule développée 

 

Position 13C, δC (ppm) 
1H, δH (ppm)  

(multiplicité ; intégration ; couplage J) 

1 24,6 (CH2) 1,82-1,86 (m ; 2H) 

2 
30,0 (CH2) 

1,37(m ; 1H) 
2,10 (m ; 1H) 

3 76,5 (Cq)  

4 42,6 (CH) 2,40 (m ; 1H) 

5 80,8 (CH) 3,32 (m ; 1H) 

6 64,2 (CH) 4,21 (s ; 1H) 

7 
51,0 (CH2) 3,49 (d ; 1H ; 10,8 Hz) 

3,80 (d ; 1H ; 10,8 Hz) 

8 56,6 (CH3) 3,34 (s ; 3H) 

1’ 63,6 (Cq)  

2’ 62,5 (CH) 2,99 (t ; 1H ; 5 Hz) 

3’ 
27,8 (CH2) 2,18 (m ; 1H) 

2,43 (m ; 1H) 

4’ 118,6 (CH) 5,19 (t ; 1H ; 6,8 Hz) 

5’ 135,1 (Cq)  

6’ 26,1 (CH3) 1,74 (s ; 3H) 

7’ 18,2 (CH3) 1,66 (s ; 3H) 

8’ 22,5 (CH3) 1,47 (s ; 3H) 

Spectres RMN réalisés dans le CDCl3 
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2. Spectres RMN 1D du 7-chloro-fumagillol 

 

Figure A 38 : Spectre RMN 1H (500 MHz, cryoprobe, CDCl3) du 7-chloro-fumagillol 

 

Figure A 39 : Spectre RMN 13C  (500 MHz, cryoprobe, CDCl3) du 7-chloro-fumagillol 
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ANNEXE XIII : Caractéristiques physico-chimiques et spectres RMN du 

TNP-470 

1. Caractéristiques physico-chimiques 

TNP-470 
6-O-chloroacétylcarbamoyl-fumagillol 

 
Formule brute : C19H28ClNO6 
Poids moléculaire : 401,1605 Da 

TR: / 

Spectre UV-visible : / 

HRMS/MS : / 

Formule développée 

 

Position 
1H, δH (ppm) 

(multiplicité ; intégration ; couplage J) 

1 1.82-1.86 (m ; 2H) 

2 
1.10 (m ; 1H) 
2.05 (m ; 1H) 

3  

4 2.15 (m ; 1H) 

5 3,68 (dd ; 1H ; 4 et 12Hz) 

6 5,60 (s ; 1H) 

7 
2,57 (m ; 1H) 

2,98 (d ; 1H ; 5 Hz) 

8 3,46 (s ; 3H) 

1’  

2’ 2.57 (m ; 1H) 

3’ 
2,08 (m ;1H) 
2,36 (m ; 1H) 

4’ 5,19 (t ; 1H; 7 Hz) 

5’  

6’ 1,78 (s ; 3H) 

7’ 1,68 (s ; 3H) 

8’ 1,22 (s ; 3H) 

1’’  

2’’ 8,08 (s ; 1H) 

3’’ 4,42 (s ; 2H) 

4’’  

Spectres RMN réalisés dans le CDCl3 
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2. Spectre RMN 1D du TNP-470 
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ANNEXE XIV : Caractéristiques physico-chimiques et spectres RMN du 7-

chloro-TNP-470 

1. Caractéristiques physico-chimiques 

7-chloro-TNP-470 
7-chloro-6-O-chlorocarbamoylacetyl-fumagillol  
 

Formule brute : C19H29Cl2NO6 
Poids moléculaire : 437,1372 Da 

TR : / 

Spectre UV-visible : / 

HRMS/MS : / 

Formule développée 

 

Position 
1H, δH (ppm) 

(multiplicité ; intégration ; couplage J) 

1 1.88-1.99 (m ; 2H) 

2 
1.40 (m ; 1H) 
2.00 (m ; 1H) 

3  

4 2.45 (m ; 1H) 

5 3,49 (s ; 1H) 

6 5,47 (s ; 1H) 

7 
3,88 (m ; 1H) 
4,16 (m ; 1H) 

8 3,49 (s ; 3H) 

1’  

2’ 2.99 (t ; 1H ; 5 Hz) 

3’ 
2,17 (m ;1H) 
2,50 (m ; 1H) 

4’ 5,20 (t ; 1H; 7 Hz) 

5’  

6’ 1,78 (s ; 3H) 

7’ 1,68 (s ; 3H) 

8’ 1,52 (s ; 3H) 

1’’  

2’’ 7,97 (s ; 1H) 

3’’ 4,5 (s ; 2H) 

4’’  

Spectres RMN réalisés dans le CDCl3 
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2. Spectre RMN 1D du 7-chloro-TNP-470 
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ANNEXE XV : Caractéristiques physico-chimiques et spectres RMN du 

composé S1 

1. Caractéristiques physico-chimiques 

S1 
7-chloro-6-(4-carboxy-1-oxobutoxy)-fumagillol  

 
Formule brute : C21H33ClO7 
Poids moléculaire : 432,1915 Da 

Spectre UV-visible : / 

HRMS :m/z [M+Na]+ 455,1811 (m/z théorique calculé pour 

C21H33ClO7Na ; 455,1807 ; Δppm 0,88) 

Formule développée 

 

Position 13C, δC (ppm) 
1H, δH (ppm)  

(multiplicité ; intégration ; couplage J) 

1 23,5 (CH2) 1,83 (m ; 2H) 

2 29,0 (CH2) 
1,40 (m ; 1H) 
2,03 (m ; 1H) 

3 76,6 (C)  

4 43,1 (CH) 2,20 (m ; 1H) 

5 78,6 (CH) 3,31 (m ; 1H) 

6 65,8 (CH) 5,52 (s ; 1H) 

7 50,0 (CH2) 
3,51 (d ; 1H ; 10 Hz) 
3,7 (d ; 1H ; 10 Hz) 

8 56,6 (CH3) 3,31 (s ; 3H) 

1’ 64,0 (C)  

2’ 62,3 (CH) 2,98 (t ; 1H ; J= 5,5 Hz) 

3’ 27,4 (CH2) 
2,03 (m ; 1H) 
2,20 (m ; 1H) 

4’ 118,1 (CH) 5,20 (t ; 1H ; 7,3 Hz) 

5’ 134,8 (C)  

6’ 25,9 (CH3) 1,80 (s ; 3H) 

7’ 17,9 (CH3) 1,68 (s ; 3H) 

8’ 22,7 (CH3) 1,51 (s ; 3H) 

1’’ 172,6 (C)  

2’’ 33,6 (CH2) 2,50 (m ; 2H) 

3’’ 20,5 (CH2) 2,50 (m ; 2H) 

4’’ 33,6 (CH2) 2,50 (m ; 2H) 

5’’ 176,1 (C)  

Spectres RMN réalisés dans le CDCl3 
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2. Spectres RMN 1D du composé S1 
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ANNEXE XVI : Caractéristiques physico-chimiques et spectres RMN du 

composé S2 

1. Caractéristiques physico-chimiques 

S2 
7-chloro-6-[[2-carboxymethoxy)acetyl]oxy]-fumagillol 

 
Formule brute : C20H31ClO8 
Poids moléculaire : 434,1707 Da 

Spectre UV-visible : / 

HRMS :m/z [M+Na]+ 457,1596 (m/z théorique calculé pour 

C20H31ClO8Na ; 457,1600 ; Δppm 0,85) 

Formule développée 

 

Position 13C, δC (ppm) 
1H, δH (ppm)  

(multiplicité ; intégration ; couplage J) 

1 23,4 (CH2) 1,82-1,86 (m ; 2H) 

2 29,0 (CH2) 
1,35 (m ; 1H) 
1,98 (m ; 1H) 

3 76,0 (C)  

4 43,1 (CH) 2,39 (m ; 1H) 

5 78,4 (CH) 3,48 (s ; 1H) 

6 66,8 (CH) 5,58 (s ; 1H) 

7 50,3 (CH2) 
3,34 (d ; 1H ; 10 Hz) 
3,85 (d ; 1H ; 10 Hz) 

8 56,9 (CH3) 3,29 (s ; 3H) 

1’ 63,3 (C)  

2’ 62,2 (CH) 
2,96 (t ; 1H ; 5,5 Hz) 

2,18 (m ; 2H) 
2,46 (m ; 2H) 

3’ 27,4 (CH2)  

4’ 118,0 (CH) 5,18 (t ; 1H ; 7,5 Hz) 

5’ 134,9 (C)  

6’ 25,8 (CH3) 1,75 (s ; 3H) 

7’ 17,8 (CH3) 1,68 (s ; 3H) 

8’ 22,7 (CH3) 1,48 (s ; 3H) 

1’’ 169,4 (C)  

2’’ 67,5 (CH2) 4.12-4.45 (m; 2H) 

3’’ 68,3 (CH2) 4.12-4.45 (m; 2H) 

4’’ 176,2 (C)  
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2. Spectres RMN 1D du composé S2 
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ANNEXE XVII : Caractéristiques physico-chimiques et spectres RMN du 

composé S3 

1. Caractéristiques physico-chimiques 

S3 
7-chloro-6-[(2-carboxybenzoyl)oxy]-fumagillol  

 
Formule brute : C24H31ClO7 
Poids moléculaire : 466,1758 Da 

Spectre UV-visible : ? 

HRMS :m/z [M+Na]+ 489,1655 (m/z théorique calculé pour 

C24H31ClO7Na ; 489,1651 ; Δppm 0,82) 

Formule développée 

 

Position 13C, δC (ppm) 
1H, δH (ppm)  

(multiplicité ; intégration ; couplage J) 

1 23,2 (CH2) 1,82-1,93 (m ; 2H) 

2 29,1 (CH2) 1,48 (m ; 1H) 

  1,93 (m ; 1H) 

3 76,0 (C)  

4 43,4 (CH) 2,23 (m ; 1H) 

5 78,7 (CH) 3,39 (m ; 1H) 

6 67,6 (CH) 5,77 (s ; 1H) 

7 50,4 (CH2) 
3,57 (d ; 1H ; 10 Hz) 
3,90 (d ; 1H ; 10 Hz) 

8 56,8 (CH3) 3,39 (s ; 3H) 

1’ 64,1 (C)  

2’ 62,4 (CH) 2,98 (t ; 1H ; 5,5 Hz) 

3’ 27,3 (CH2) 
2,19 (m ; 1H) 
2,47 (m ; 1H) 

4’ 118,2 (CH) 5,21 (t ; 1H ; 7,0 Hz) 

5’ 134,9 (C)  

6’ 25,8 (CH3) 1,76 (s ; 3H) 

7’ 17,9 (CH3) 1,68 (s ; 3H) 

8’ 22,7 (CH3) 1,51 (s ; 3H) 

1’’ 171,8 (C)  

2’’ 134,7 (C)  

3’’ 131,2 (CH) 7,84 (d ; 1H ; 8 Hz) 

4’’ 128,8 (CH) 7,58 (d ; 1H ; 8 Hz) 

5’’ 130,9 (CH) 7,58 (d ; 1H ; 8 Hz) 

6’’ 129,0 (CH) 7,84 (d ; 1H ; 8 Hz) 

7’’ 129,6 (C)  

8’’ 167,4 (C)  

Spectres RMN réalisés dans le CDCl3 
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2. Spectres RMN 1D du composé S3 
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ANNEXE XVIII : Caractéristiques physico-chimiques et spectres RMN du 

composé S4 

1. Caractéristiques physico-chimiques 

S4 
7-bromo-6-(3-carboxy-1-oxopropyl)-fumagillol 

 
Formule brute : C20H31BrO7 
Poids moléculaire : 462,1253 Da 

Spectre UV-visible : / 

HRMS :m/z [M+Na]+ 485,1133 (m/z théorique calculé pour 

C20H31BrO7Na ; 485,1145 ; Δppm 2,47) 

Formule développée 

 

Position 13C, δC (ppm) 
1H, δH (ppm)  

(multiplicité ; intégration ; couplage J) 

1 23,5 (CH2) 1,81 (m ; 2H) 

2 31,2 (CH2) 
1,48 (m ; 1H) 
1,99 (m ; 1H) 

3 76,6 (Cq)  

4 43,7 (CH) 2,48 (m ; 1H) 

5 78,7 (CH) 3,29 (m ; 1H) 

6 66,4 (CH) 5,51 (s ; 1H) 

7 39,9 (CH2) 
3,50 (d ; 1H ; 10 Hz) 
3,75 (d ; 1H ; 10 Hz) 

8 56,7 (CH3) 3,29 (s ; 3H) 

1’ 64,0 (Cq)  

2’ 62,3 (CH) 2,99 (t ; 1H ; 5,5 Hz) 

3’ 27,4 (CH2) 
2,19 (m ; 1H) 
2,48 (m ; 1H) 

4’ 118,2 (CH) 5,20 (t ; 1H ; 7,0 Hz) 

5’ 134,8 (Cq)  

6’ 25,8 (CH3) 1,76 (s ; 3H) 

7’ 17,9 (CH3) 1,68 (s ; 3H) 

8’ 22,7 (CH3) 1,51 (s ; 3H) 

1’’ 171,4 (Cq)  

2’’ 29,1 (CH2) 2,74 (s ; 2H) 

3’’ 29,1 (CH2) 2,74 (s ; 2H) 

4’’ 177,5 (Cq)  

Spectres RMN réalisés dans le CDCl3 
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2. Spectres RMN 1D du composé S4 
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ANNEXE XIX :  Alcaloïdes indoliques de la famille des tryptoquivalines  

Tableau A 6 : Alcaloïdes indoliques de la famille des tryptoquivalines 

(formule brute, masse moléculaire, espèces productrices (P. Penicillium N. Neosartorya, A. Aspergillus, C. 

Corynascus), activités biologiques et références) 

Nom Formule brute 
Masse 

moléculaire 

(en Da) 

Espèces 

productrices 
Activités Références 

Anacine C18H22N4O3 342,1692 
P. verrucosum 

P. aurantiogriseum 
 

(Larsen et al., 1999) 

(Boyes-Korkis et al., 

1993) 

(–)-Glyantrypine C20H16N4O2 344,1273 A. clavatus  (Penn et al., 1992) 

Fumiquinazoline F C21H18N4O2 358,1430 
A. fumigatus 
P. thymicola 

cytotoxique 
(Takahashi et al., 

1995) 
(Larsen et al., 1998) 

Fumiquinazoline G C21H18N4O2 358,1430 A. fumigatus cytotoxique 
(Takahashi et al., 

1995) 

(+)-Alantrypinone C21H16N4O3 372,1222 
P. thymicola 

A. terreus 
insecticide 

(Larsen et al., 1998) 

(Kuriyama et al., 

2004) 

(+)-Verrucine A C21H20N4O3 376,1535 P. verrucosum  (Larsen et al., 1999) 

(+)-Verrucine B C21H20N4O3 376,1535 P. verrucosum  (Larsen et al., 1999) 

Sartorymensine C23H20N4O2 384,1586 N. siamensis 
 

(Buttachon et al., 

2012) 

Fiscaline B C23H22N4O2 386,4500 
N. fischeri 

C. setous  

(Wong et al., 1993) 

(Fujimoto et al., 

1996) 

(–)-Serantrypinone C21H16N4O4 388,1172 
P. thymicola 

A. terreus 
insecticide 

(Larsen et al., 1998) 

(Kuriyama et al., 

2004) 

Tryptoquivaline F C22H18N4O4 402,1328 N. siamensis 
 

(Buttachon et al., 

2012) 

Chaetominine C22H18N4O4 402,1328 
Chaetomium 

sp. 
cytotoxique (Jiao et al., 2006) 

Tryptoquivaline H C22H18N4O5 418,1277 N. siamensis 
 

(Buttachon et al., 

2012) 

(–)-Spiroquinazoline C23H19N5O4 429,1437 A.flavipes 
anti-

inflammatoire 
(Barrow et Sun, 

1994) 

Tryptoquivaline O C23H18N4O5 430,1277 N. siamensis 
 

(Buttachon et al., 

2012) 

Tryptoquivaline L C23H20N4O5 432,1434 N. siamensis 
 

(Buttachon et al., 

2012) 

Quinadoline B C25H21N5O3 439,1644 A. sp.  
(Koyama et al., 

2008) 

Fumiquinazoline C C24H21N5O4 443,1594 A. fumigatus cytotoxique  

Fumiquinazoline D C24H21N5O4 443,1594 A. fumigatus cytotoxique 
(Takahashi et al., 

1995) 

Fumiquinazoline B C24H23N5O4 445,1750 A. fumigatus cytotoxique  

Norquinadoline A C26H25N5O4 471,1907 Cladosporium sp.  (Peng et al., 2013) 

Déoxytryptoquivalone, 

Déoxynortryptoquivalone, 
Déoxytryptoquivaline B, 

Tryptoquivaline N 

C26H24N4O5 472,1747 A. clavatus 
 

(Buechi et al., 1977) 

Fiscaline A C26H27N5O4 473,2063 
N. fischeri 

N. siamensis  

(Wong et al., 1993) 

(Buttachon et al., 

2012) 

Epi-fiscaline A C26H27N5O4 473,2063 N. siamensis 
 

(Buttachon et al., 

2012) 

Néofiscaline A C26H27N5O4 473,2063 N. siamensis 
 

(Buttachon et al., 

2012) 

Epi-néofiscaline A C26H27N5O4 473,2063 N. siamensis 
 

(Buttachon et al., 

2012) 

Fumiquinazoline E C25H25N5O5 475,1856 A. fumigatus cytotoxique 
(Takahashi et al., 

1995) 
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Nom Formule brute 
Masse 

moléculaire 

(en Da) 

Espèces 

productrices 
Activités Références 

Fumiquinazoline A C26H29N5O4 475,2220 A. fumigatus cytotoxique  

Quinadoline A C27H27N5O4 485,2063 
Cladosporium sp. 

A. sp. 
 

(Peng et al., 2013) 

(Koyama et al., 
2008) 

(–)-Fumiquinazoline H C27H27N5O4 485,2063 Acremonium sp. antifongique  

Fiscaline C C27H29N5O4 487,2220 
N. fischeri 

N. siamensis  

(Wong et al., 1993) 

(Buttachon et al., 

2012) 

Epi-fiscaline C C27H29N5O4 487,2220 N. siamensis 
 

(Buttachon et al., 

2012) 

(–)-Fumiquinazoline I C27H29N5O4 487,222 Acremonium sp. antifongique 
(Belofsky et al., 

2000) 

Tryptoquivalone, 

Nortryptoquivalone, 

Tryptoquivaline B 

C26H24N4O6 488,1696 A. clavatus 
 

(Buechi et al., 1977) 

Tryptoquialanine B C26H24N4O7 504,1645 
P. digitatum 

P. aethiopicum  
(Ariza et al., 2002) 

(Frisvad et al., 2004) 

Déoxynortryptoquivaline C28H28N4O6 516.2009 
A. clavatus 

Cladosporium sp. 
 

antivirale 
(Buechi et al., 1977) 

(Peng et al., 2013) 

Tryptoquialanine A C27H26N4O7 518,1801 
P. digitatum 

P. aethiopicum  
(Ariza et al., 2002) 

(Frisvad et al., 2004) 

Déoxytryptoquivaline C29H30N4O6 530,2165 
A. clavatus 

Cladosporium sp. 
 

antivirale 
(Buechi et al., 1977) 

(Peng et al., 2013) 

Nortryptoquivaline C28H28N4O7 532,1958 
A. clavatus 

A. giganteus  

(Buechi et al., 1977) 

(Fischer et al., 2000) 

Tryptoquivaline C31H36N4O7 576,2584 

A. clavatus 

N. siamensis 
Cladosporium sp. 

 
 

antivirale 

(Buechi et al., 1977) 

(Buttachon et al., 

2012) 
(Peng et al., 2013) 
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Métabolites fongiques d’une nouvelle espèce de Penicillium marin : déréplication, isolement, caractérisation, 

hémisynthèse et évaluation pharmacologique sur ostéosarcomes 

 

Résumé 

 

Dans une précédente étude, la purification par biosuivi d’un extrait de Penicillium ligerum, une nouvelle espèce fongique 

d’origine marine, avait mené à l’isolement de la ligérine. Ce mérosesquiterpène chloré analogue de la fumagilline présente 

in vitro une activité antiproliférative sélective sur différentes lignées cellulaires d’ostéosarcomes humains et murins et une 

activité antitumorale in vivo dans un modèle murin d’ostéosarcome. Dans ce contexte, le travail a porté sur la synthèse 

d’analogues de ligérine afin de trouver le meilleur candidat bioactif. Bien qu’aucun des analogues hémisynthétiques n’ait 

présenté une activité plus importante que la ligérine, les résultats ont permis une meilleure compréhension des relations 

structure-activité des composés de cette série chimique. L’évaluation pharmacologique de la ligérine a été poursuivie en 

comparaison avec le TNP-470, composé de référence et a montré la sélectivité supérieure de la ligérine sur lignées humaines 

avec une toxicité moindre. Parallèlement, afin de décrire la nouvelle espèce fongique productrice de ligérine, le phénotype, 

le génotype et le métabolome de quatre souches de P. ligerum ont été comparés. Différentes approches ont été sollicitées 

pour l’étude du métabolome: l’isolement et l’identification structurale de métabolites majoritaires et l’étude déréplicative 

par analyses LC-UV/DAD-HRMS/MS des empreintes métaboliques des quatre souches cultivées sur différents milieux. En 

utilisant, un modèle de fragmentation du noyau sesquiterpène, des analogues naturels de la ligérine ont aussi pu être 

recherchés permettant la mise en évidence de plusieurs nouveaux composés de cette série chimique. 

 

Mots clés :micromycètes marins, ligérine, fumagilline, antiprolifératif, ostéosarcomes, hémisynthèse, déréplication, LC-

HRMS/MS 

 

 

 

Metabolites of a new species of marine-derived fungi: dereplication, isolation, structural characterization, 

semisynthesis and pharmacological evaluation against osteosarcoma 

 

Summary 

 

In a previous study, bioguided fractionation of an extract of a marine-derived strain belonging to the new species 

Penicillium ligerum, led to the isolation of ligerin. This chlorinated merosesquiterpene analog of fumagillin exhibited a 

specific antiproliferative activity against osteosarcoma cell lines and in vivo antitumor activity in a murine osteosarcoma 

model. In this context, the work first falls within a semisynthetic approach of ligerin analogs in order to develop the best 

anti-osteosarcoma candidate. Although none exhibits a higher activity than ligérine, the results allow a better understanding 

of the structure activity behaviour of compounds in this chemical series. Pharmacological investigation of ligerin was then 

performed in comparison to TNP-470, reference compound and underlined the better selectivity of ligerin against human 

cell lines with a low toxicity. At the same time, in order to describe the new species producer of ligerin, phenotype, 

genotype and metabolome of four strains belonging to P. ligerum were compared. Different approaches were used to study 

the metabolome: isolation and structural identification of some metabolites and LC-HRMS/MS investigation and 

dereplication of the metabolic fingerprints of the four strains. Using HRMS/MS modelization of the sesquiterpene core, 

natural analogs of ligerin were also searched, allowing the identification of several new compounds related to ligerin. 

 

 

Keywords: marine derived fungi, ligerin, fumagillin, antiproliferative, osteosarcoma, semisynthesis, dereplication, LC-

HRMS/MS 

 

 


