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I. Introduction

Le cancer colorectal est la troisiéme cause de mortalité par cancer au niveau mondial,
en 2018, selon ’OMS (Organisation Mondiale de la Santé). En effet, 17 120 décés par cancer
colorectal ont été estimés en 2018 en France. Malgré les différentes stratégies thérapeutiques
actuelles (chimiothérapie, chirurgie, thérapie ciblée) la survie a 5 ans en France est seulement
de 52 %. Il est donc nécessaire de découvrir de nouveaux agents thérapeutiques avec des
mécanismes d’actions originaux pour améliorer la prise en charge thérapeutique et la survie des

patients atteint de CCR.

Les produits naturels représentent une source inépuisable de métabolites bioactifs originaux
pour le développement de nouveaux médicaments. En effet, de nombreuses molécules actives
commercialisées sont issues de la biodiversité végétale. A ce jour environ 60 % des
anticancéreux utilisés sont issus de produits naturels (1). On peut citer par exemple le paclitaxel
isolé de I’arbre Taxus baccata et la vincristine, isolée de Catharanthus roseus, qui sont tous
deux utilisés en chimiothérapie. Les Euphorbiaceae, en particulier, sont une famille de plantes
particuliérement variées et trés répandues. En effet, cette famille regroupe plusieurs centaines
de genres et plusieurs milliers d’espéces ce qui représente une grande richesse en métabolites
secondaires. Parmi ces métabolites on retrouve notamment des diterpénes, 1’un d’entre eux, le
mébutate d’ingénol, a déja été commercialisé sous le nom de Picato® pour le traitement des
kératoses actiniques. Les diterpenes d’Euphorbiaceae représentent donc une source

prometteuse de molécules bioactives.

Une collaboration entre ’'UMR 152 et ’institut de recherche de I’ Amazonie péruvienne (IIAP)
bas¢ a Iquitos, en plein coeur de la forét primaire péruvienne, a initi¢ 1’étude de plantes utilisées
traditionnellement en Amérique du sud dans 1’objectif de découvrir de nouvelles molécules
bioactives. Le travail réalisé ici est axé sur 1’étude du latex de Hura crepitans L., un arbre de la
famille des Euphorbiaceae trés répandu dans la forét amazonienne. Le choix de cette plante a
¢té motivé par plusieurs critéres : son utilisation en médecine traditionnelle au Pérou et la
présence de diterpenes de type daphnane (DD). Ces molécules ont déja été¢ mises en avant pour
leur activité cytotoxique. De plus, elles présentent une similarité structurale avec les esters de
phorbols qui sont connus pour étre des activateurs des protéines kinases C (PKC). Ces enzymes
sont impliquées dans de nombreux mécanismes de cancérogénése. La similarité structurale des

DD avec les esters de phorbol nous permet de poser I’hypothése que ces molécules auront un
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effet sur les PKC et donc sur les voies de carcinogénése. Ainsi, la recherche de nouveaux DD
au sein du latex de Hura crepitans L. présente un intérét majeur dans la recherche de nouveaux

composés cytotoxiques.

Un partenariat avec I’Institut de Recherche en Santé Digestive (IRSD) a permis la réalisation
de différents tests biologiques préliminaires sur le latex de Hura crepitans L. afin de valider
son intérét pour la recherche de produits naturels antitumoraux. Ainsi, dans une précédente
thése, il a ¢ét¢ montré que ce latex est sélectivement cytostatique vis-a-vis des cellules
cancéreuses colorectales Caco-2. Cette activité est portée par des molécules de la classe des
daphnanes mono-estérifiés et notamment par la huratoxine. La huratoxine serait responsable
d’une inhibition des voies prolifératives GSK3p et AKT. AKT est une serine thréonine kinase
impliquée dans la voie de signalisation PI3K-AKT-mTOR. Cette voie de signalisation joue un
role dans la prolifération et la survie des cellules cancéreuses (2). GSK3p est aussi une protéine
kinase qui est inhibée par AKT ce qui aboutit a la prolifération et a la survie des cellules
cancéreuses (3). L’action de la huratoxine sur ces protéines kinases serait responsable de son
activité cytostatique. Des tests ont été réalisés pour déterminer 1’effet de la huratoxine sur les
PKC a et 6 sans résultat. Cependant, des résultats préliminaires ont montré une augmentation

de I’activation de la PKC { par la huratoxine (4).

Le projet a 1’origine des travaux présentés dans ce manuscrit consistait d’une part a isoler en
quantité suffisante la huratoxine afin d’élucider son mécanisme d’action sur les cellules
cancéreuses colorectales et notamment son influence sur la PKC (; et d’autre part, a isoler
d’autres daphnanes mono-estérifiés contenus dans le latex de cette plante afin d’évaluer leur
potentiel cytostatique sur les lignées cellulaires de cancer du cblon et leur activité sur la PKC
. Auvu de I’incidence du cancer colorectal, ce projet s’inscrit donc dans une problématique de

santé publique importante.



II. Etatde ’art

A. Le cancer colorectal

I. Anatomie et histologie

Le colon et le rectum forment la derniere partie du tube digestif appelé le gros intestin.
Le role du colon est la solidification des selles via 1’absorption de I’eau et des déchets
alimentaires liquides, issus de I’estomac et de I’intestin gréle, afin d’obtenir des maticres fécales
semi-solides. Les selles formées sont ensuite évacuées par 1’anus en passant par le rectum (5).
Le rectum, quant a lui, constitue la derni¢re partie du tube digestif, son role principal est le
stockage des selles avant leur élimination. Il mesure environ 16 cm et est situé¢ entre le sacrum
et le coccyx d’un c6té et la vessie de 1’autre. Il présente des valvules de Houston et des colonnes
rectales sur sa paroi interne. Ce sont des replis horizontaux et verticaux qui tapissent la surface
interne du rectum. Sa surface externe est recouverte du mesorectum, c’est un tissu graisseux

regroupant des vaisseaux sanguins et des ganglions lymphatiques (6).

Le colon est un organe mesurant 1,5 m constitué de quatre segments : le c6lon droit, le cdlon
transverse, le colon gauche ou célon descendant et enfin le colon sigmoide qui relie le colon au
rectum. Dans plus de la moitié des cas de cancers colorectaux le cancer est localisé au niveau

du célon sigmoide (5,7).

La paroi colorectale est constituée de la muqueuse qui est la couche la plus interne puis se
superposent la sous muqueuse, la musculeuse et la couche séreuse. La musculeuse est constituée
de deux couches musculaires tandis que la couche séreuse constitue une partie du péritoine
abdominal. La carcinogénése se développe le plus souvent a partir des cellules qui tapissent la
muqueuse puis il s’étend dans les couches supérieures (5,6,8). En effet, la muqueuse colorectale
présente des glandes ou cryptes de Lieberkiihn a partir desquelles des polypes adénomateux ou
adénomes peuvent se développer. Ces polypes sont des excroissances qui peuvent évoluer
lentement en tumeurs cancéreuses. Il existe trois types d’adénomes : les adénomes villeux, les
adénomes tubuleux et les adénomes tubulovilleux qui représentent respectivement 5%, 75% et
20% des polypes adénomateux (9). Les tumeurs malignes se développant a partir des cellules
de la muqueuse glandulaire colorectale, appelées adénocarcinomes, représentent 95% des

cancers colorectaux, parmi lesquels 80% sont des adénocarcinomes de Lieberkiihn. Dans de

10



rares cas, un cancer colorectal peut se développer a partir des cellules nerveuses digestives
(tumeurs carcinoides), des ganglions lymphatiques (lymphomes), des mélanocytes

(mélanomes) ou des os et tissus mous (sarcomes) (10).

2. Epidémiologie

Le cancer du colon fait partie des cancers les plus fréquents et les plus mortels. En effet,
il constitue la deuxiéme cause de mortalité par cancer en France et la troisiéme au niveau
mondial avec 774 000 déces en 2015 (11). Selon I’Agence Internationale de Recherche sur le
Cancer (IARC) le cancer colorectal représentait 9,7% des cancers dans le monde en 2015 soit

814 000 cas chez les hommes et 664 000 cas chez les femmes (7).

On observe une grande disparité dans la répartition géographique des CCR (7). En effet, ce
cancer est plus répandu dans les pays développés tels que les Etats Unis, I’ Australie, le Japon
et les pays d’Europe de I’Ouest (12) que dans les autres pays.

En France, 43 350 nouveaux cas et 17 120 déces ont été¢ estimés en 2018 (13). D’apres des
¢tudes récentes le nombre de cancers colorectaux (CCR) devrait augmenter durant les
prochaines années pour atteindre 45 000 nouveaux cas par an en 2020 en France (12). C’est le
troisieme cancer le plus fréquent chez I’homme (apres le cancer du poumon et de la prostate)
et le deuxieme chez la femme (apres le cancer du sein) (13). Il touche en majorité les personnes
agées de plus de 50 ans et I’age moyen au diagnostic est de 71 ans chez ’homme et 72 ans chez
la femme. L’4ge moyen au déces, quant a lui, est de 75 ans chez ’homme et 79 ans chez la
femme. La survie nette, c’est-a-dire la survie uniquement liée au cancer, pour ce type de cancer
est estimée a 63% a 5 ans et 52% a 10 ans. On peut noter que la survie est légerement plus

¢levée pour les femmes que pour les hommes (54 % contre 50% a 10 ans) (14).

3. Mécanismes de la carcinogénése colorectale

Différents mécanismes peuvent aboutir 8 un CCR mais dans la majorité des cas il se
développe a partir de polypes adénomateux bénins présents au niveau de la muqueuse
colorectale, et qui évoluent en Iésions cancéreuses (7,15,16). Ce mécanisme de carcinogénese
est caractérisé par I’accumulation de mutations germinales sur des génes jouant un réle dans
I’instabilité¢ génétique, la prolifération cellulaire et la régulation du microenvironnement des
cryptes colorectales (15). Les cellules mutées au niveaux de 1’épithélium de la muqueuse
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colorectale vont proliférer et former des foyers de cryptes aberrantes qui vont ensuite évoluer
en adénomes puis en carcinomes (17). Les 1ésions cancéreuses résultantes peuvent ensuite
provoquer une invasion des ganglions lymphatiques par des cellules cancéreuses ainsi que le

développement de métastases notamment au niveau du foie, des poumons et du péritoine (18).

Ainsi, trois voies génétiques majoritaires impliquées dans le développement de CCR
sporadiques ont ¢ét¢é mises en avant: [’instabilité chromosomique, [’instabilité des
microsatellites et les mécanismes épigénétiques tel que 1I’hyperméthylation des ilots CpG des
promoteurs des genes (7,17). La compréhension des mécanismes génétiques et épigénétiques
responsables de la carcinogénése colorectale permet ’amélioration des traitements et du suivi

des patients (17).

La voie de D'instabilit¢ chromosomique (CIN) est la voie majoritaire de carcinogénese
colorectale car elle cause 70 a 85% des CCR sporadiques et est retrouvée dans les CCR causés
par une polypose adénomateuse familiale (PAF, voir chapitre suivant) (7,16,17). L’instabilité
chromosomique consiste en une perte d’un chromosome ou d’un fragment de chromosome (17).
Cette voie aboutit a des adénocarcinomes par 1’activation d’oncogénes ou I’inactivation de
genes suppresseurs de tumeurs (7). Les génes les plus fréquemment mutés sont le géne de la
polypose adénomateuse colique (APC), le géne p53, et le géne KRAS. Le géne suppresseur de
tumeur APC est celui le plus fréquemment muté initialement dans les cas de CCR héréditaires
et sporadiques. L’inactivation du géne p53, qui est lui aussi suppresseur de tumeur, favorise la
progression du CCR ainsi que son caractere invasif (7,15,16). Il semblerait également qu’une
mutation du géne KRAS intervienne apres la mutation du géne APC (7,15). L’instabilité
chromosomique est observée des les stades précoces de la carcinogénése colorectale, et les CCR
résultants sont le plus souvent situés au niveau du colon gauche et du rectum. Ce type de cancer

est plus répandu chez les hommes que chez les femmes et survient tardivement (17)

L’instabilit¢ des microsatellites (MSI) correspond a un changement du nombre de nucléotides
au niveau des séquences microsatellites (7,16). Celles-ci sont des séquences nucléotidiques
courtes et répétées, répandues dans le génome et particulicrement sujettes aux erreurs
d’appariement lors des étapes de réplication. En conditions physiologiques normales, ces
erreurs sont réparées par le systeme de réparation de I’ADN. Cependant, lorsque certains génes
du systéme de réparation de ’ADN sont mutés ces erreurs aboutissent & une instabilité des

microsatellites (17). La MSI serait en cause dans 15 a 20% des cas de CCR sporadiques
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(7,16,17). Dans les cas des patients atteints d’un syndrome de Lynch, on observe une instabilité
des microsatellites importante, ces patients présentant une mutation au niveau des geénes du
systéme « miss match repair » (15). L’instabilité des microsatellites est retrouvée a un stade
précoce de la carcinogénese colorectale et on peut 1’observer des le stade polype (17). Les CCR
avec MSI apparaissent précocement et sont souvent localisés au niveau du c6lon droit. De plus,
les patients présentent une infiltration lymphocytaire importante et un risque accru de

développer des tumeurs extra-coliques (16,17).

Une autre voie épigénétique peut étre impliquée dans la carcinogénese colorectale, c’est
I’hyperméthylation des ilots CpG situés au niveau des promoteurs de certains genes (7,17).
Dans le génome humain, 50% des génes possédent un 1lot CpG au niveau de leur promoteur et
en situation normale ces ilots ne sont pas méthylés. La méthylation de ces ilots au niveau du
promoteur d’un géne aboutit a la non transcription de ce géne. Lorsque I’hyperméthylation a
lieu au niveau des 1lots CpG du promoteur de génes suppresseurs de tumeur cela provoque donc
une inactivation de ces geénes ce qui favorise les mécanismes de carcinogénese (7,17). Ces
méthylations peuvent avoir lieu lors du vieillissement des cellules de 1’épithélium colorectal et
aboutissent a la transformation de ces cellules normales en cellules cancéreuses. En plus de ce
phénomene physiologique il existe aussi des méthylations cancer-spécifiques dont le
mécanisme n’est pas encore ¢lucidé. Ce mécanisme épigénétique est observé deés le stade
précoce de CCR, et on peut I’observer dés le stade des foyers de cryptes aberrantes. Ce type de
cancer survient le plus souvent chez des patients agés au niveau du colon droit et est plus

fréquent chez les femmes (17).

4. Etiologies du cancer colorectal

Le cancer colorectal (CCR) est une maladie multifactorielle, elle dépend des habitudes
de vie, de facteurs environnementaux, socioéconomiques et génétiques. La majorité des CCR
est causée par des mutations somatiques qui apparaissent en réponse a une exposition a des
facteurs environnementaux, et seuls 5% sont d’origine héréditaire (7). En effet, la
transformation des colonocytes en cellules malignes peut étre le résultat d’une exposition
prolongée a des carcinogenes. L’exposition a certains facteurs environnementaux et des
prédispositions génétiques peuvent coopérer pour aboutir a la formation d’adénomes et de

carcinomes (7).
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a) Facteurs de risques

Bien qu’il n’y ait pas de causes spécifiques pour le CCR, différents facteurs peuvent étre
impliqués dans le développement de cette maladie (7). On peut citer, notamment, 1’age qui est
corrélé avec une augmentation du risque de CCR apres 50 ans. De la méme maniere, des
antécédents de polypes du célon et de maladies inflammatoires intestinales, telle que la maladie

de Crohn, sont associés a une augmentation du risque de CCR (7).

De plus, le développement économique et ’adoption d’habitudes de vie occidentales
augmentent 1’exposition a certains facteurs environnementaux et donc le risque de développer
un CCR (7).

Il semblerait qu’une consommation excessive d’alcool augmente le risque de développer un
CCR. Le mécanisme délétere de 1’alcool n’est pas encore totalement connu mais il semblerait
que la métabolisation de 1’alcool puisse augmenter le stress oxydatif et donc les dommages au
niveau de I’ADN (7).

D’un autre co6té, environ 20% des CCR sont associés a une consommation de tabac. La fumée
de tabac contient un grand nombre de carcinogeénes dont des hydrocarbures polycycliques
aromatiques, des amines aromatiques, des nitrosamines et des amines hétérocycliques. Ces
molécules affectent différents génes tel que les oncogénes KRAS et BRAF et le geéne
suppresseur de tumeur p53, ce qui peut provoquer 1’apparition de cellules cancéreuses au niveau
de la muqueuse colorectale (7).

Enfin, plusieurs études ont montré qu’une consommation excessive de viandes rouges ou
transformées augmente le risque de CCR avec une incidence variant de 10 a 37% selon la
quantité consommée quotidiennement. En effet, ces aliments peuvent causer des mutations
génétiques et épigénétiques au niveau du colon. Ils sont responsables d’une dégradation de la
fermentation bactérienne ce qui entraine la formation de molécules de type nitrosourées. Celles-
ci forment des adduits avec ’ADN et peuvent entrainer des mutations au niveau d’oncogenes

et de génes suppresseurs de tumeurs (7).

b) Prédispositions génétiques

Environ 5% des CCR diagnostiqués sont diis a un syndrome héréditaire préexistant chez
les patients (7,15,19). C’est le cas du cancer colorectal héréditaire sans polypose ou syndrome

de Lynch (HNPCC), des polyposes adénomateuses familiales (PAF), des polyposes MYH-
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associées et des polyposes hamartomateuses ou syndrome de Peutz-Jeghers. Le syndrome de
Lynch et la polypose adénomateuse familiale représentent la majorit¢é des syndromes

colorectaux héréditaires (7,19).

Le syndrome de Lynch est impliqué dans 2 a 4 % des CCR (19). Il est caractérisé par une
pénétrance élevée, une apparition précoce de CCR et un risque accru de cancer extra-intestinaux
(15). C’est une maladie autosomale dominante qui peut étre causée par des mutations au niveau
des geénes impliqués dans le systéme de réparation de I’ADN (systéme « miss match repair »).
Les génes mutés sont dans 90% des syndromes de Lynch les genes MLH1 et MSH2. Dans 10%
des cas d’autres génes peuvent étre mutés tel que les génes MSH6 et PMS2 (7,15,16,19). Un
défaut dans le systéme de réparation de I’ADN provoque une accumulation de mutations au
niveau de courtes séquences d’ADN appelées microsatellites (16). Le risque de cancer varie
en fonction du géne muté et 1’age moyen de diagnostic de CCR pour les patients atteints d’un

syndrome de Lynch est de 45 ans (15).

La polypose adénomateuse familiale (PAF) est impliquée dans 1% des cas diagnostiqués de
CCR. Cette maladie autosomale dominante est caractérisée par I’apparition, a I’adolescence, de
centaines de polypes adénomateux au niveau de la muqueuse du cdlon. Ces adénomes
apparaissent sous forme de cryptes dysplasiques appelées foyers de cryptes aberrantes (ACF)
qui évoluent ensuite en carcinome. Le géne muté dans cette maladie est le géne de polypose
adénomateuse colique (APC). Chez les patients sains, I’APC forme un complexe avec le GSK-
3P, I’axine et d’autres cofacteurs afin de dégrader la B-caténine. Dans le cas des patients atteint
de PAF la mutation de la protéine APC aboutit a une accumulation de -caténine qui va ensuite
provoquer une suractivation de la voie de signalisation Wnt impliquée dans la régulation de la
division cellulaire, du cycle cellulaire et I’adhésion extracellulaire et qui est essentielle pour
maintenir ’homéostasie des cryptes colorectales : cette suractivation contribue donc a la
formation de tumeurs (15,19). Les patients atteints de PAF présentent également un
renouvellement et une survie des cellules souches plus importants que les patients sains. Ils ont
donc un risque accru d’accumuler des mutations et des polypes adénomateux et donc de

développer un CCR.

Les polyposes héréditaires sont donc un facteur de risque important pour le développement du

cancer colorectal.
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5. Role des PKC dans le cancer colorectal

Les cellules gastro-intestinales expriment différentes isoformes de protéines kinases C :
les PKC a, B1, B2, 6, €, 0,1, {, A et T. Ces enzymes appartenant a la famille des sérine thréonine
kinases sont impliquées dans différentes fonctions cellulaires: prolifération cellulaire,
transduction du signal, différenciation cellulaire, apoptose, migration cellulaire, remodelage
membranaire... (18). Des études ont mis en avant le role de la PKC { comme suppresseur de
tumeur dans le cadre du CCR : I’expression de cette isoenzyme est diminuée dans les cellules
cancéreuses colorectales ainsi que dans les métastases du CCR ce qui aboutit @ un mauvais
pronostic pour les patients. En effet, la perte d’activité de la PKC { dans les cellules cancéreuses
par rapport aux cellules saines entraine une augmentation de la survie des cellules cancéreuses
et de la tumorigénése. Une activation de la PKC ( serait donc une alternative thérapeutique

intéressante pour améliorer la survie des patients atteint de CCR (20) .

6. Traitements actuels

L’implication d’un grand nombre de facteurs dans le développement du CCR rend
impossible la mise en place d’un traitement uniformisé. De plus, chaque patient posséde des
habitudes de vies différentes qui vont influer sur le développement tumoral. I1 est donc essentiel

de développer des traitements personnalisés (7) .

Les traitements actuels ont recours a la chirurgie afin de réaliser I’exérese de la partie
du colon touchée ainsi qu’un curage ganglionnaire et éventuellement une exéreése des

métastases (12).

Une chimiothérapie adjuvante est nécessaire en plus de la chirurgie. Les médicaments les plus
utilisés sont le 5-fluoro-uracile, I’oxaliplatine, le raltitrexed et I’irinotécan. Pour les CCR a un
stade avancé avec la présence de métastases, des thérapies ciblées sont utilisées en complément
des chimiothérapies classiques. Ces thérapies ciblées utilisent des anticorps monoclonaux
ciblant les cellules cancéreuses. Trois médicaments sont utilisés dans le cadre des CCR : le

bevacizumab, le cetuximab et le panitumumab (12).

Cependant, malgré ces différentes approches thérapeutiques, la survie a 5 ans, en France, de

tous les types de CCR confondus est seulement de 52% (12). La cause principale de déces chez
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les patients atteint d’un CCR est le développement de métastases hépatiques que 1’on observe

chez 70% des patients (20).

Afin d’améliorer ces chiffres, un dépistage précoce, une surveillance accrue des patients a

risques et une prise en charge personnalisée des patients doit étre réalisée.

De plus, ’efficacité et le rapport bénéfice-risque des médicaments utilisés pour traiter le CCR
doivent étre améliorés : de nouvelles stratégies thérapeutiques sont donc nécessaires pour ce
type de cancer. La découverte de nouvelles molécules actives avec des mécanismes d’action
originaux permettrait d’améliorer cette prise en charge. Dans ce cadre, la recherche de produits

naturels activateurs de la PKC ( est une piste d’actualité.

B. Les Euphorbiaceae, source prometteuse d’activateurs de la PKC {
1. Généralités
a) Aspects taxonomiques et botaniques

La famille des Euphorbiaceae est I’'une des plus grande famille de plantes : elle regroupe

plus de 300 genres et 8000 especes (21-23).

Sa position taxonomique selon 1’ Angiosperm Phylogeny Group IV est la suivante (24):
Clade : Spermatophyta
Clade : Angiospermes
Clade : Dicotylédones vraies
Clade : Rosidées
Clade : Fabidées
Ordre : Malpighiales

Famille : Euphorbiaceae.

Cette famille de plantes est retrouvée dans des habitats trés variés méme si elle reste majoritaire
dans les zones tropicales et subtropicales notamment en Afrique et en Amérique (21-23). On
peut retrouver ces plantes sous forme d’arbres, d’arbustes, d’herbes et plus rarement de lianes.
Elles sont caractérisées par la présence de lacticiféres responsables de la production d’un latex.

Ces plantes sont monoiques ou dioiques, et ont donc des fleurs unisexuées. Leur fruit est sous
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forme de capsule le plus souvent tricoque et a déhiscence triple (25). La répartition des
Euphorbiaceae dans de nombreuses zones géographiques (Figure 1) a permis aux plantes de
cette famille de mettre en place une grande variété de systémes d’adaptation tels que la
production de métabolites spécialisés afin d’assurer leur survie et leur défense. La présence de
ces métabolites confere a ces plantes des propriétés pharmacologiques qui soit en font des
plantes toxiques, soit ont été mises a profit pour la santé humaine sous la forme de remédes

traditionnels.

Figure 1: Répartition géographique des Euphorbiaceae (26)

b) Utilisations traditionnelles

Plusieurs especes de cette famille sont ou ont été utilisées en médecine traditionnelle
pour le traitement notamment de maladies cutanées, de migraines et de parasites intestinaux...
Les parties des plantes utilisées sont trés variées, incluant les racines, les graines, le latex, les
écorces, les tiges, les feuilles... Ainsi, Lai et al. ont rapporté que 33 especes d’Euphorbiaceae
¢taient utilisées en médecine chinoise (23,27). Des rapports similaires sont parus concernant
’utilisation de ces plantes par la civilisation du Yucatan : Euphorbia ptercineura était par
exemple utilisée pour le traitement de 1’asthme et de la toux. On peut aussi citer les racines
d’Euphorbia fusiformis utilisées en médecine traditionnelle pour traiter la fievre, des blessures
infectées ainsi que des désordres intestinaux (27). Le latex d’Euphorbia resinifera a aussi été
utilisé pour traiter les ballonnements du roi Juba II de Mauritanie. Encore aujourd’hui les
euphorbiacées sont utilisées en médecine alternative : Euphorbia maculata, par exemple, est
utilisée pour traiter le choléra, la diarrhée et la dysenterie (22). Cependant, peu de preuves
d’efficacité ont été démontrées pour ces plantes (22).

En parallele de ces utilisations traditionnelles, il faut noter que la plupart des Euphorbiaceae

sont des plantes vénéneuses (21). En effet, cette famille abrite ’'une des plantes les plus

18



toxiques : Ricinus communis qui produit la ricine. Cette protéine est toxique par ingestion,
inhalation ou injection (22). On peut aussi citer les graines de Jatropha curas qui contiennent
des lectines trés toxiques par ingestion, tandis que la curcaine, une enzyme contenue dans son
latex, accélere la cicatrisation lorsque le latex est déposé sur des plaies (25). D’autres especes,
telles que Euphorbia scheffleri ou Euphorbia tirucalli, sont utilisés pour leur pouvoir venimeux
en tant que poison de péche. Il a ét¢é montré un pouvoir irritant pour certaines especes
(Euphorbia poissonii), ainsi que des propriétés carcinogénes par stimulation de la division
cellulaire (Euphorbia leuconeura). Le latex de certaines espéces peut aussi provoquer des
conjonctivites par contact oculaire (E. trucalli, Euphorbia royleana) (22). Le fruit
d’Hippomane mancinella est aussi connu pour provoquer des intoxications graves lors de son
ingestion. Ces intoxications sont caractérisées par des l€sions oropharyngées et du tractus gastro

intestinal ainsi que par une hypotensions et une bradycardie (28).

Devant cette évidence de présence de nombreux principes actifs ou toxiques dans cette famille
trées diverse, de trés nombreux travaux de recherches ont été menés afin d’identifier les

molécules responsables de 1’activité de ces plantes.

c) Diversité chimique et activités biologiques

La famille des Euphorbiaceae regroupe une tres large variété de plantes qui produisent
de nombreux métabolites spécialisés parmi lesquels on trouve différents terpenes
(sesquiterpenes, diterpenes, et triterpénes), des tanins, des cérébrosides, des alcaloides, des
flavonoides mais aussi des stéroides et des peptides (23,27). Les diterpénes sont les métabolites
majoritaires et sont présents sous différentes formes: les jatrophanes, les tiglianes, les

ingénanes, les daphnanes, les lathyranes (Figure 2)...(27).
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Figure 2 : Squellette des diterpenes ; A : Jatrophanes; B: Tiglianes; C: Ingénanes; D: Daphnanes; E: Lathyranes

Cette classe de molécules est particulierement intéressante car elle représente un large groupe
de composés avec des structures tres différentes. En effet, on peut retrouver plus de 20 types de
squelettes carbonés dont la plupart sont uniquement retrouvés chez les Euphorbiaceae (29).
De plus, les diterpénes d’ Euphorbiaceae présentent un potentiel bioactif remarquable. Ils sont
notamment connus pour interagir avec la voie des PKC (29-31). Il semblerait que ces diterpénes
modulent ’activité des PKC en interagissant avec leur domaine riche en cystéine C1 (31,32).
On peut citer par exemple le mébutate d’ingénol qui a été commercialisé, sous le nom de
Picato®, pour le traitement des kératoses actiniques. Cet ingénol, isolé a partir d’Euphorbia
peplus, est un activateur de protéine kinases C (PKC) (31) induisant un relargage de cytokines
pro-inflammatoires par les cellules endothéliales, une augmentation de I’infiltration de

neutrophiles, ainsi que I’apoptose et la nécrose cellulaire selon la dose (33-35).

D’autres types d’activités biologiques ont été investigués et démontrés chez les Euphorbiaceae.
La fraction soluble du latex d’Euphorbia royleana a montré une activité anti-inflammatoire
dose dépendante sur différents modeles de rats et de souris (27). Un extrait éthanolique des
parties aériennes d’Euphorbia hirta a présenté une activité antimicrobienne sur un large panel
de souches bactériennes (Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Pseudomona vulgaris et
Staphylococcus aureus) (27). Récemment, Angely et al. ont développé une lotion antifongique
a partir du jus des fruits d’Alchornea cordifolia. Cette lotion a été évaluée in vitro sur des

cultures de différentes especes de Trichophyton (Trichophyton rubrum, Trichophyton
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interdigitale, Trichophyton soudanense et Trichophyton mentagrophytes) ainsi qu’in vivo sur
des souris blanches infectées avec 7. mentagrophytes sur des parties de peaux scarifiées. Les
résultats ont montré une activité¢ antifongique comparable a la griséofulvine, utilisée comme

antifongique de référence dans cette étude (36).

Les Euphorbiaceae sont donc une famille de plantes trés vaste et fournissant des métabolites
secondaires bioactifs et variés. Ces plantes constituent donc un réservoir prometteur de

nouveaux principes actifs naturels.

2. Hura crepitans L.

a) Généralités et description botanique

Hura crepitans L. est I’ Euphorbiaceae (tribu Huraea) faisant 1’objet de I’étude menée ici.
C’est un arbre originaire d’Amérique du sud (Figure 3), et plus particuliérement du Pérou, mais

on peut aussi le retrouver dans les pays humides d’ Afrique, notamment au Nigéria. (21,37).

Figure 3: Photo de Hura crepitans L.

La classification de Hura crepitans est la suivante :
Tribu : Huraea ;
Genre : Hura ;

Espeéce : Hura crepitans L.

Hura crepitans L. possede différents synonymes : Hura brasiliensis Willd, Hura senegalensis

Boiss. et Hura strepens Miill.Arg. On le retrouve sous les noms vernaculaires d’arbre
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bombardier, arbre sablier, bois diable, pet du diable, arbre dauphin et arbre paresseux en
francais, sandbox tree en anglais et catahua et habilla au Pérou (38).

Cet arbre peut atteindre jusqu’a 60 meétres de hauteur, il est donc utilisé comme arbre d’ombrage
notamment en Afrique de I’ouest. De plus, son bois est peu cher : il est donc aussi utilisé en

construction ce qui explique sa disparition progressive dans la nature (21,39).

H. crepitans L. présente des feuilles persistantes, des épines courtes situées sur les branches et
le tronc ainsi que des fleurs pourpres et des fruits aplatis et cannelés caractéristiques (39). Les
feuilles de H. crepitans L. possédent des stomates sur les deux faces, elles sont donc
amphistomatiques. Les cellules stomatiques sont plus nombreuses sur la face inférieure de la
feuille. Des cristaux d’oxalate de calcium peuvent étre présents dans les cellules foliaires

notamment dans les cellules de la face inférieure de la feuille (Figure 4).

Figure 4 : Structure des cellules foliaires de Hura crepitans L. A) Epiderme inférieur. B) Epiderme supérieur (21)

De plus, les cellules épidermiques des feuilles présentent des striations qui sont caractéristiques

du genre Hura. Une section du bois révele aussi des vaisseaux scalariformes (21).

b) Utilisations traditionnelles

L’une des caractéristiques des Euphorbiaceae est la production d’un latex irritant
contenant de nombreux métabolites spécialisés, principalement des terpénes (37). Dans le cas
de H. crepitans L., on obtient un latex blanc par scarification du tronc (39). Celui-ci est utilisé
en tant que poison de péche ainsi qu’en médecine traditionnelle en Amérique du sud (40,41). Il
est, par exemple, ingéré en petite dose pour traiter les vers intestinaux ou appliqué localement
pour traiter des lésions consécutives a la leshmaniose (41). Une activité¢ inhibitrice sur

Staphyloccocus aureus a aussi €t¢ mise en avant avec une concentration minimale inhibitrice
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de 1 mg/mL pour un extrait éthanolique. Ces recherches ont ét¢ menées car le latex est utilisé
sous forme de cataplasme antibactérien dans le nord du Pérou (42). En Europe, le latex de H.
crepitans L. est utilis¢é en homéopathie pour différentes indications sous le nom de Hura
brasiliensis. Cette souche homéopathique est recommandée notamment pour plusieurs
symptomes digestifs (troubles du transit, colopathie droite, ano-rectite, hémorroides), mais
aussi pour des drainages ano-rectaux (43). Ces différentes utilisations ont mené a I’étude de ce

latex afin de déterminer les molécules actives qui y sont contenues.

c) Diversité chimique de Hura crepitans L.

Différentes classes de molécules ont été retrouvées dans le latex de H. crepitans L. En
1965, Ponsinet et al. ont isolé trois triterpénes majoritaires a partir du latex de H. crepitans L.
: le méthyléne-24 cycloartanol, le cycloarténol et le butyrospermol (Figure 5). Ces molécules
sont des triterpenes tétracycliques monohydroxylés retrouvés sous forme d’alcool dans le latex

(44).
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Figure 5 : A: Structure de la huratoxine; B: Structure du méthyléne-24 cycloartane; C: Structure du cycloarténol; D: Structure
du butyrospermol
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En 1971, Sakata et al. ont isolé la huratoxine. Cette molécule hautement toxique serait
responsable de ’activité piscicide du latex de H. crepitans L. C’est un diterpéne tétracyclique
de type 6-¢époxy daphnane présentant un groupement orthoester reli¢ a une longue chaine alkyle

(Figure 6) (40,45,46).

//IIIII:,,

Figure 6 : Structure de la huratoxine

Des lectines ont aussi été€ isolées a partir du latex de H. crepitans L. Ces molécules sont des
protéines se liant spécifiquement a certains sucres au niveau de la membrane cellulaire (47,48).
La lectine mise en avant par Barbieri et al. posséde une affinité préférentielle pour le galactose
et ces dérivés. De plus, elle posséde des propriétés mitogenes sur les lymphocytes B humains
ainsi que des propriétés hémagglutinantes sans spécificité pour un groupe sanguin particulier

(47).

Des molécules actives ont aussi été retrouvées dans d’autres parties de la plante. Différentes
lectines ont notamment été isolées a partir des graines de H. crepitans L. (48-50). Cependant,
I’étude menée ici est réalisée sur le latex ; nous nous sommes donc concentrés sur la description

de ce latex.

Dans une précédente these effectuée au laboratoire PHARMADEYV, une déréplication de
I’extrait brut du latex de H. crepitans L. par HPLC-APCI-HRMS (Ultra High Pressure Liquid
Chromatography - Mass Spectrometry - Atmospheric Pressure Chemical lonization - High
Resolution Mass Spectrometry) a été réalisée récemment. Deux classes chimiques majoritaires
ont été mises en évidence dans ’extrait brut du latex de H. crepitans L. : des diterpénes a

noyaux daphnanes (DD) et des cérébrosides (Figure 7) (37).

24



Une analyse quantitative des différentes classes de molécules contenues dans I’extrait
¢thanolique du latex de H. crepitans L. a été réalisée grace a un détecteur CAD (Charged
Aerosol Detector). Les daphnanes mono-estérifiés représentent 24,3% de 1’extrait, les

daphnanes di-estérifiés 42,3%, les cérébrosides 28,8% et les autres molécules seulement 4,6%

4.
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Figure 7 : Chromatogrammes UHPLC-APCI-MS de l'extrait éthanolique du latex de Hura crepitans L. (1) Daphnanes mono
estérifiés. (2) Cérébrosides. (3) Daphnanes di estérifiés (4)

L’utilisation traditionnelle ainsi que la grande diversité en métabolites dont daphnanes fait de

H. crepitans L. une plante prometteuse pour la recherche de nouveaux principes actifs.

C. Les cérébrosides

1. Structure

Les cérébrosides sont des molécules présentes chez différents organismes terrestres et
marins : plantes, mammiferes, champignons, invertébrés marins... Ce sont des molécules
amphiphiles de la classe des glycosphingolipides. Elles sont constituées d’'un monosaccharide,
généralement un glucose ou un galactose, liés par une liaison béta-osidique a un céramide
(Figure 8). Le céramide est un sphingolipide qui regroupe une longue chaine d’acide gras liée

a une longue chaine aminé par une liaison amide (51-53).
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Figure 8: Structure générale des cérébrosides

Les modifications structurales entre les différents cérébrosides ont lieu principalement au
niveau de la longueur, du degré d’insaturation et des substituants des chaines du céramide

(51,52).

Il a été¢ noté que les chaines aminées présentaient des différences structurales entre les
cérébrosides issus d’invertébrés marins et ceux issus de plantes ou de mammiféres. En effet,
chez les invertébrés marins les céramides présentent une chaine aminée possédant des di¢nes
conjugués. On peut citer par exemple le 2-amino-1,3-dihydroxy-4, 8,10-octadecatriene (d18 :3)
et le 2-amino-1,3-dihydroxy-9-methyl-4,8,10-octadecatriene (d19 :3). A [Dinverse, les
cérébrosides de plantes et mammiferes possedent le plus souvent des chaines aminées contenant

une seule double liaison, telle que la 4-shingenine (d18 :1) (51,52).

Les cérébrosides sont donc des molécules avec une distribution tres large dans le vivant malgré

leur diversité structurale restreinte.

2. Fonctions et activités biologiques

Les cérébrosides sont retrouvés dans les membranes de toutes les cellules eucaryotes
ainsi que chez quelques bactéries procaryotes (52). Chez les plantes ces molécules ont un rdle
dans la régulation de la croissance cellulaire, dans 1’apoptose, dans la défense contre certains
pathogéenes et dans 1’adaptation a certains stress. En effet, les cérébrosides peuvent jouer un role
dans la résistance de certaines plantes au froid. De plus, certaines plantes sont capables de
reconnaitre les cérébrosides des champignons et d’activer des mécanismes de défense adaptés

(52).
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Hormis leurs rdles physiologiques, les cérébrosides présentent aussi des activités biologiques
variées. On peut citer par exemple une activité antifongique sur des souches de Candida spp.
notamment ; mais aussi une activité d’inhibition sur des souches humaines de Mycobacterium
tuberculosis (27,53). On peut aussi citer Sun et al. qui ont montré une inhibition de la protéine
PTP1B (Protéine Tyrosine Phosphatase 1B) par des cérébrosides isolés d’un ascomycete,
Cordyceps militaris. Cette protéine est un élément de signalisation clé impliqué dans le contrdle
négatif de la production d’insuline. Son inhibition est donc une voie prometteuse pour le
traitement du diabéte de type 2. Dans ces travaux les auteurs ont montré une inhibition de la
protéine PTP1B avec une Clso de 4,68 uM pour le cordycérébroside B (Figure 9) contre une
Clso de 5,15 puM pour I’acide ursolique utilis¢é comme controle positif. Les trois autres
cérébrosides isolés montraient quant a eux une activité inhibitrice plus modérée (avec des Clso

comprises en 10 et 19 uM) (54).

OH
0
HO 7

H HN

H

Figure 9: Strucuture du cordycérébroside B

De plus, les chercheurs ont mis en avant une activité cytotoxique pour ces molécules. En effet,
Cateni et al. ont montré une activité antiproliférative sur des lignées cellulaires tumorales pour
deux cérébrosides isolés d’Euphorbia peplis. Ces deux molécules ont été testées in vitro sur
deux lignées cellulaires cancéreuses : les cellules humaines KB qui sont des cellules de
carcinomes ¢pidermoides et les cellules IMR-32 qui sont des cellules d’adénocarcinomes
humains. Le cisplatine a été choisi comme molécule cytotoxique de référence. Les Clso de ces
molécules apres 72 heures d’exposition étaient comprises entre 5 et 10 uM pour les deux lignées
cellulaires contre une Clso de ’ordre de 0,5 uM pour le cisplatine. L’activité cytotoxique reste
donc modeste par rapport aux cytotoxiques existants. De plus, la sélectivité de ces molécules

pour les cellules cancéreuses n’a pas été testée dans ces travaux (55).

Une corrélation entre la prise de cérébrosides alimentaires (contenus notamment dans le riz, le
mais, le soja...) et la prévention du cancer du célon a aussi €té mise en avant dans différents
travaux. Un possible mécanisme expliquant ce phénoméne serait I’hydrolyse dans le corps
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humain des cérébrosides en composés bioactifs (céramide, chaine aminée). Sugawara et al. ont
donc mis en contact les chaines aminées de cérébrosides de concombres de mer avec des
cellules Caco-2. Ces cellules posseédent la capacité a se différencier spontanément en cellules
colorectales, elles ont donc été utilisées comme modéle de cellules de cancer colorectal dans
cette ¢étude. Ils ont observé I’apoptose des cellules cancéreuses aprés une exposition a 20 uM
de chaines aminées pendant 24h. Cette activité serait due a une augmentation de ’activité de la
caspase-3. La différence structurale des cérébrosides des invertébrés marins avec leurs doubles

liaisons conjuguées sur la chaine aminée pourrait expliquer cette activité anti tumorale (56).

Les activités biologiques des cérébrosides et de ses sous-produits sont donc diverses et

présentent un intérét notamment pour les thérapies anticancéreuses.

3. Les cérébrosides de Hura crepitans L.

Les précédents travaux de déréplication par HPLC-APCI-HRMS HRMS réalisés au
laboratoire PHARMADEYV sur I’extrait brut du latex de H. crepitans L. ont permis de mettre
en avant 10 cérébrosides connus. Ceux-ci ont été identifiés grace a leur masse haute résolution
et leurs fragments caractéristiques par comparaison avec la littérature (4). Ces cérébrosides ainsi

que leurs fragments connus sont présentés dans le Tableau 1.

Tableau 1: Cérébrosides identifiés dans l'extrait brut du latex de Hura crepitans L. (4)

N° [M-H]- Formule brute HCD-NEG-MS/MS

1 730,5459

Ca0H77010N

568.4945 ;326.2701 ; 296.2596 ; 271.2281 ;
253.2170 ; 225.2224

2 730,5458 C40H77010N 568.4911 ; 326.2701 ; 296.2602 ; 271.2279 ;
253.2174 ; 225.2224

3 700,5339 C39H7509N 538.4763 ; 520.4663 ; 280.2606 ; 211.2039

4 732,5610 Ca0H79010N 570.5098 ; 326.2699 ; 296.2588 ; 271.2276 ;
253.2175 ; 225.2225

5 714,5510 Ca0H7709N 552.5000 ; 534.4886 ; 296.2588 ; 280.2653 ;

225.2223

28




6 714,5509 Ca0H7709N 552.4998 ; 534.4891 ; 296.2592 ; 280.2637 ;
225.2225

7 758,5776 C42Hg1010N 596.5279 ; 354.3011 ; 324.2907 ; 299.2593 ;
253.2541

8 758,5764 C42Hg1010N 596.5266 ; 354.3014 ; 324.2915 ; 299.2585 ;
253.2541

9 716,5659 Ca0H7909N 554.5158 ; 536.5042 ; 296.2607 ; 282.2810 ;
225.2220

10 742,5831 C42Hs1O9N 580.5383 ; 562.5199 ; 253.2541

L’activité cytotoxique du latex de H. crepitans L. sur les cellules de cancer colorectal Caco-2
¢tant portée par les daphnanes (voir la Figure 16), I’isolement et 1’évaluation de ’activité

biologique des cérébrosides n’a pas été entreprise (4).

D. Les diterpenes de types daphnanes orthoestérifiés (DDO)
1. Caractéristiques structurales

Les daphnanes sont des diterpénes tricycliques composés d’un cycle a cinq chainons

(A) 1ié a un cycle a sept chainons (B), lui-méme relié¢ a un cycle a 6 chainons (C) portant une

(0

chaine isoprényle (Figure 10).

o

Figure 10 : Structure du noyau daphnane

Ces molécules sont présentes dans des plantes de la famille des Euphorbiaceae et des
Thymelaeaceae. Elles sont retrouvées sous forme d’orthoesters le plus souvent mais peuvent
aussi étre présentes sous forme d’esters (57). On peut classer les DDO selon leurs

caractéristiques structurales : la présence d’un groupement alkyle sur le cycle A ; la présence
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d’un époxyde ou d’une double liaison sur le cycle B ainsi que la présence d’un hydroxyle sur
le cycle C. On peut ainsi classer ces molécules en quatre catégories : les alkyldaphnanes ; les
daphnetoxines et leurs analogues ; les resiniferonoides et les 12-hydroxydaphnetoxines et leurs

analogues (58).

a) Les alkyldaphnanes

Les alkyldaphnanes sont isolés a partir de plantes de la famille des Thymelaeaceae. Ces
molécules posseédent un cycle A saturé car reli¢ au groupement orthoester ce qui crée un
macrocycle. La gnidimacrine, isolée a partir des feuilles de Gnidia subcordata, a été¢ I’un des

premier alkyldaphnanes décrit dans la littérature (Figure 11) (58,59).

Figure 11 : Structure de la gnidimacrine

b) Les daphnetoxines et analogues

La daphnétoxine est la premicre molécule pour laquelle un noyau daphnane a été décrit.
Elle a été isolée a partir d’'un mélange commercial d’écorces de Daphne mezereon, Daphne
laureola et Daphne gnidium (22). Les daphnétoxines possedent des caractéristiques structurales
communes : une cétone a-f insaturée sur le cycle A, un hydroxyle en 5 et un époxyde en 6,7
sur le cycle B. De plus, la majorit¢ de ces molécules posséde un hydroxyle libre en 20 (

Figure 12) (58,59).
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Figure 12 : Structure de la daphnétoxine

c) Les résiniféronoides

Les résiniféronoides sont des dérivés des daphnétoxines présentant une double liaison
en 6,7 et un hydroxyle en moins en 5. Peu de résiniféronoides ont été décrits dans la nature. Ils
possedent tous le méme noyau avec seulement des variations au niveau de 1’hydroxyle en 20
qui est soit libre, soit li¢ & un groupement acyl. La résinifératoxine, isolée a partir du latex
d’Euphorbia resinifera et Euphorbia unispina, est la molécule la plus importante de cette classe

(Figure 13) (58,59).

OH

Figure 13: Structure de résinifératoxine
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d) Les 12-hydroxydaphnetoxines

Les 12-hydroxydaphnetoxines ont une structure similaire aux daphnétoxines mais
possedent un hydroxyle supplémentaire en 12. Ces molécules sont plus souvent retrouvées chez
des plantes de la famille des Thymelaecaceae que chez des plantes de la famille des
Euphorbiaceae. La premiére molécule de cette classe a avoir été isolée a partir de I’écorce et
des graines de Daphne mezereum est la mezeréine. Cependant c’est 1’hydroxydaphnétoxine,
isolée de I’écorce et des racines de Daphne giraldii, qui a donné son nom a cette famille (Figure

14) (58,59).

Figure 14 : Structure de 1'hydroxydaphnétoxine

2. Activités biologiques

Du fait de leurs variations structurales importantes, les molécules de cette classe
chimique présentent de nombreuses activités biologiques. Ces molécules ont notamment été

¢tudiées pour leurs activités antivirales, anti tumorales, neuroprotectrices ... (60).

La huratoxine, par exemple, montre une forte activité piscicide ce qui explique 1’utilisation
traditionnelle du latex H. crepitans L. pour la péche (58). D’autres DD ont montré des activités
thérapeutiques. La mézéréine, isolée a partir d’écorces de Daphne mezereum, a été utilisée en
médecine traditionnelle pour son activité laxative. Cependant, son utilisation a causé plusieurs
déces et est donc maintenant abandonnée (58). La kirkinine, une 12-hydroxydaphnetoxine,
isolée a partir de racines de Synaptolepsis kirkii, présente une activité neuroprotectrice se
traduisant par une augmentation de la survie neuronale a une concentration efficace médiane

(ECs0) de I’ordre du nanomolaire, comparable a I’activité¢ du NGF (Nerve Growth Factor) (58).
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Depuis les années 1990, les diterpénes d’Euphorbiaceae ont été largement étudiés pour leur
activité antivirale, anti-VIH notamment, qui serait médiée par I’activation des PKC (29). En
effet, malgré les antirétroviraux (ART) existants, le SIDA demeure un probléme de santé
publique important dans de nombreux pays. Les ART permettent de contrdler la réplication du
VIH-1 mais il y toujours des réservoirs viraux latents, notamment dans les cellules T, dont
I’éradication représente un challenge en thérapeutique (61-63). Cependant, une nouvelle
stratégie thérapeutique appelée « shock and kill » a récemment émergé. Cette stratégie se base
sur I’hypothése que 1’on peut éliminer les cellules latentes infectées par le VIH-1 en activant la
réplication du VIH-1. Cela permet d’augmenter le taux d’antigénes et permet donc une réponse
des lymphocytes T cytotoxiques plus efficace (61,62). Dans cette optique les activateurs de
PKC seraient des candidats médicament prometteurs. En effet, de nombreuses isoformes de
PKC sont exprimées dans les lymphocytes T. Cependant, 1’activation de certaines isoformes
de PKC provoque des effets indésirables, notamment les isoformes a et 6. Le challenge est donc

d’activer la réplication du VIH-1 latent via les PKC mais sans activer les isoformes a et 6 (61).

Récemment, I’activité anti-CHIKV (virus chikungunya) de diterpeénes d’Euphorbiaceae a été
mise en évidence. Le virus chikungunya (CHIKV) est un Alphavirus appartenant a la famille
des Togaviridae (64,65). 1l cause une maladie caractérisée par de la fievre, des rashs cutanés et
des douleurs articulaires (30,30,32,64,66). Ce virus est transmis par différentes especes de
moustiques tels que Aedes albopictus et Aedes aegypti (32,64). Ces vecteurs sont des especes
invasives dans le monde et durant la derniere décennie le CHIKV est réapparu en Afrique, en
Asie, dans les iles de I’océan indien et plus récemment dans les Caraibes et en Amérique
centrale et du sud. Cette ré-émergence est due notamment a 1’augmentation des voyages
intercontinentaux, ainsi qu’au changement climatique qui permet aux vecteurs de survivre dans
des zones plus étendues (32,64,65). Cette maladie cause des épidémies massives et une
morbidité sévere, cependant il n’existe a ce jour aucun antiviral spécifique ni aucun vaccin pour
le traitement et la prévention de cette maladie (29-31,64). Ces dernieres années 1’intérét pour
I’é¢tude des Euphorbiaceae dans le but de découvrir de nouveaux candidats médicaments anti-
CHIKYV a donc été grandissant (32,64). De 2009 a 2011, une étude réalisée sur les biodiversités
néo-calédonienne, méditerranéenne et de 1’océan indien a mis en avant les Euphorbiaceae
comme ¢étant la famille de plante la plus prometteuse dans la découverte de nouveau agent anti-

CHIKV (29).
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Dans le cas des daphnanes orthoestérifiés (DDO) les chercheurs ont montré une activité anti-
CHIKYV avec des ECsp allant de 0,6 a 18 uM (29). Par exemple, les codiapeltines A et B, isolées
a partir de I’écorce de Codiaeum peltatum, présentent une activité anti-CHIKV comparable a
la chloroquine avec une ECso de 10 et 4,4 uM respectivement (66). On peut aussi citer la
trigocherrierine A et le trigocherriolide E, isolés a partir de I’écorce et du bois de Trigonostemon
cherrieri, qui inhibent sélectivement la réplication du CHIKV avec des ECso de 0,6 et 0,7 uM
respectivement (64). Du point de vue des relations structure-activité, il semblerait que la
présence d’une chaine latérale 2-méthyl-decanoyl en position 12 soit favorable a ’activité anti-
CHIKYV, et que le 9,13,14-orthoester permette d’augmenter I’activité et la sélectivité (29,64).
Contrairement a 1’activité anti-CHIVK qui est comparable pour la trigocherrierin A et la
trigocherriolide E, Dl’activité anti-VIH est 100 voire 1000 fois plus importante pour le

trigocherriolide E suggérant un mécanisme d’action différent pour les deux molécules (29).

De nombreux daphnanes sont des régulateurs puissants du VIH-1 a des concentrations de
I’ordre du nM. Il semblerait qu’ils activent la réplication du virus de maniere chronique dans
les cellules infectées ce qui permet I’élimination de novo du virus dans les cellules
mononucléaires du sang périphérique (PBMC) chez des patients suivant une thérapie ATR (61).
C’est la stratégie de « shock and kill » évoquée précedemment. Les stelleralides A, F, G et H,
isolés a partir de Stellera chamaejasme présentent une activité anti-VIH prometteuse avec des
ECso comprises entre 0,06 et 1,1 nM (62,63). Les stelleralides I et J ainsi que la huratoxine ont
aussi montré une activité anti-VIH significative avec des ECso allant de 2,6 a 120 nM (63). La
gnidamicrine (GM), isolée a partir Stellera chamaejasme, présente une activité anti-VIHI1 ex
vivo importante sur des PBMC de patients sous ATR, avec des concentrations actives de 1’ordre
du picoM. En effet, la GM permet de diminuer le nombre de cellules latentes infectées (de 4,4
a 5,6 fois), ainsi que les niveaux d’ADN VIHI1 dans ces cellules (7,7 fois), ex vivo, a des
concentrations n’augmentant pas la prolifération des cellules T ni la production de cytokines
pro inflammatoires. L’élimination des cellules latentes infectées par la GM serait due a une
stimulation importante de la réplication virale et donc a une production élevée d’antigeénes
viraux permettant I’activation des lymphocytes T cytotoxiques. Cette action serait médiée par
I’activation sélective de la PKC BI et de la PKC BII. Cette molécule présente donc un fort intérét
pour le développement de nouvelles thérapeutiques anti-VIH1 (61,62). Il est également
intéressant de noter que les 1a-alkyldaphnanes (GM, stelleralides F-H) semblent présenter une
activité anti-VIH plus importante que les daphnétoxines (stelleralides I-J, huratoxine). La

structure du cycle A semble donc étre importante pour I’activité anti-VIH avec le classement
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suivant : cyclopentane > cyclopentenone = cyclopentanone (63). La présence d’une fonction
hydroxyle libre en position 5 et 20 semble aussi essentielle a ’activité anti-VIH. De plus, la
présence d’un ester de benzoyle en position 3 est favorable a ’activité antivirale. Certaines
modifications mineures n’affectent pas 1’activité, telles que la réduction de la double liaison en

position 15,16, et I’oxydation ou ’acétylation du carbone en position 2’ (62).

De plus, de nombreux DD ont montré une activité cytotoxique. La mézéréine, par exemple,
présente une cytotoxicité sur des lignées cellulaires leucémiques avec des dosages de 1’ordre du
ng/kg. La gnicidine, isolée a partir de Gnidia lamprantha, elle aussi, présente une activité
cytotoxique médiée par ’activation des PKC a, B et y. La résinifératoxine (RTX), isolée du
latex de Euphorbia resinifera, est une molécule cytotoxique qui active sélectivement la PKC o
(58). D’autres mécanismes d’action cytotoxique ont €té mis en avant pour les daphnanes. En
effet, la yuanhuline, la yuanhuagine et la yuanhuahine, isolées a partir de Daphne genkwa,
présentent une activité antiproliférative via notamment 1’inhibition d’Akt, de STAT3 et de Src
dans des lignées cellulaires humaines de cancer du poumon. De plus, ces daphnanes ont montré
une activité anti proliférative sur des lignées cancéreuses résistantes aux chimiothérapies

classiques (gemcitabine, gefitinib, erlotinib) (67).

Les daphnanes sont donc des molécules variées sur le plan structural ce qui leur permet de
présenter des mécanismes d’action originaux. Ce sont donc des candidats intéressants en
thérapeutique, notamment en tant qu’agent cytotoxique et en tant qu’activateur de PKC. En
effet, les chimiothérapies anticancéreuses actuelles provoquent de nombreuses résistances il est

donc nécessaire de découvrir de nouvelles molécules avec des mécanismes d’action originaux.

3. Les daphnanes du latex de Hura crepitans L.

Dans le cadre de la thése de Manon Trinel, la précédente doctorante travaillant sur ce
sujet au laboratoire, une déréplication de I’extrait brut du latex de H. crepitans L. par HPLC-
APCI-HRMS a permis de détecter plusieurs daphnanes dont un majoritaire : la huratoxine.
Deux séries de daphnanes ont été identifiées : les mono-estérifiés (D1) et les di-estérifiés (D2)

(Figure 15) (37).
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Figure 15: Structure des DDO a une chaine ou mono-estérifiés (1) et des DDO a deux chaines ou di-estérifiés (2)

Des tests biologiques réalisés sur différentes lignées cellulaires ont montré une activité
cytostatique de 1’extrait brut du latex de H. crepitans L., notamment sur les lignées cancéreuses
Caco-2 qui sont des cellules d’adénocarcinome issues d’un patient atteint d’un cancer colique.
Un premier fractionnement a ensuite permis de déterminer que cette activité est portée par les
daphnanes mono-estérifiés (Figure 16). De plus, cette inhibition de croissance était spécifique
des cellules Caco-2 (4). Ces daphnanes ont donc fait 1’objet d’un travail de déréplication par

UHPLC-MS.
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Figure 16: Test d’inhibition de croissance des fractions enrichies a 10 pg/mL sur les cellules Caco-2 (4)

L’analyse des fragmentations des daphnanes mono-estérifiés de H. crepitans L. a mis en avant
des ions diagnostiques caractéristiques de deux types de noyaux daphnane permettant une
identification rapide de la nature de ces composés. La majorité des D1 posséde un noyau de
type « huratoxigénine » avec les ions diagnostiques suivants : m/z 361 ; 343 ; 325 ; 297 et 253.

Cependant, un noyau « 5-déoxy-6,7-déépoxy-didéhydro-huratoxigénine » est présent chez
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certains D1 avec les ions diagnostiques suivants : m/z 311 ; 293 et 265 (Figure 17). La structure
de sept D1 possédant un noyau « huratoxigénine » a pu étre confirmée apres isolement. Ainsi,
trois D1 connus (huratoxine, prohuratoxine, stelleralide J) et quatre nouveaux DI
(isoprohuratoxine, 2°,3’-dihydro-huratoxine, 6’-oxo-huratoxine, 4°,5’-époxyhuratoxine) ont été

identifiés (4).

8]
HO HO OH
° Tho OH ° ho
A B
Huratoxigénine . Ions diagnostiques : m/z 361, 5-déoxy-6,7-déépoxy-didéhydro-
343 ;325,297 et 253 huratoxigénine. lons diagnostiques : m/z

311,293 et 265

Figure 17: A. Structure de la huratoxigénine. B. Structure de la 5-déoxy-6,7-déépoxy-didéhydro- huratoxigénine

La configuration absolue de cinq d’entre eux a pu étre résolue (huratoxine, prohuratoxine,
stelleralide J, 2°,3’-dihydro-huratoxine, et 6’-oxo-huratoxine). Pour les deux autres nouveaux
D1 seule la configuration relative a été élucidée (isoprohuratoxine et 4’,5’-époxy-huratoxine)

(4). Les différents D1 identifiés au cours de ces travaux sont regroupés dans le Tableau 2.

Tableau 2: Daphnanes mono estérifiés du latex de Hura crepitans L. (4)

Nom [M+H]* Formule brute
Déoxyhuratoxine 569,3520 C34Ha4307
Pohuratoxine ou isomére 603,3580 C34H5009
6’-oxo-huratoxine 599,3204 C34H4609
5-déoxy-6,7-déépoxy-6,7-didéhydro-huratoxine 553,3571 C34H4806
Stelleralide J 621,3243 C34H52010
Huratoxine ou isoméres 585,3487 C34H4303
2°,3’- dihydrohuratoxine 587,3629 C34H5003
4°,5’-époxy-huratoxine 601,3356 C34H4809
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Des tests biologiques approfondis ont montré que la huratoxine aurait un effet inhibiteur des
voies de prolifération AKT et GSK3. De plus des tests ont été réalisés afin de déterminer
I’influence de la huratoxine sur les différentes isoformes de PKC. Les résultats préliminaires
obtenus sur les lignées Caco-2 de CCR ont montré une activation de la PKC { lors de la mise

en contact des cellules avec la huratoxine (4).

E. Objectifs de I’étude

Ces résultats nous ont donc encouragés a poursuivre les investigations sur le mécanisme
d’action de la huratoxine, ainsi que sur celui des autres D1 présentant une structure similaire a

la huratoxine.

Les travaux de recherche présentés dans ce manuscrit ont pour objectif d’élucider le mécanisme
d’action de la huratoxine sur les lignées cellulaires cancéreuses de cancer colorectal, en
particulier I’effet de cette molécule sur la protéine kinase C (. Puis, dans un deuxiéme temps,
d’isoler d’autres daphnanes mono estérifiés connus et originaux afin de tester leur activité

cytostatique.
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III. Matériels et méthodes

A. Appareillages
1. Isolement des composés d’intéréts

Le systéme de CLMP (Chromatographie Liquide sous Moyenne Pression) utilisé pour
les différentes étapes de purification était constitué d’une colonne de verre borosilicaté
(BUCHI®, Rungis France) remplie avec de la silice non greffée d’une granulométrie 15-40 um
(Kieselgel 60®, MACHEREY-NAGEL, Hoerdt France) qui a été préalablement activée a
100°C pendant 24 h a I’étuve (Memmert, Schwabach Allemagne) et de deux modules de pompe
C-605 contrdlés par un manager de pompe C-615 (BUCHI®, Rungis France).

Le systéme de CLHP (Chromatographie Liquide Haute Performance) semi préparative utilisé
lors de ses travaux était composé d’une CLHP (HITACHI LaChrom MERCK®, Saint Quentin
Fallavier France), d’une interface D-7000, d’une pompe quaternaire LaChrom L-7100, d’un
passeur automatique d’échantillon L-7200 ainsi que d’un détecteur a barrette de diode LaChrom
L-7455. Le systeme était piloté par le logiciel D-7000 HSM. Les colonnes utilisées €taient soit
une colonne Luna C18, 5um, 10 x 250 mm, 100A (Phenomenex®, Le Pecq, France), soit une
colonne Kinetex C18, Sum, 10 x 250 mm, 100A (Phenomenex®, Le Pecq, France).

Des étapes de purification avaient nécessité 1’utilisation d’un chromatographe flash (Spot flash
system, Armen Instrument®, Saint-Avé France) avec une colonne RS 80 CI18

(CHROMABOND® Flash, MACHEREY-NAGEL, Hoerdt France).

Un évaporateur rotatif (BUCHI® Rotavapor R-114, Rungis France) a été utilisé pour sécher les

fractions issues des différentes étapes de purification.

Tous les solvants utilisés étaient des solvants de qualit¢ CLHP (Fisher Chemical™, Fisher

Scientific™, Thermo Fisher Scientific™, Illkirch France).
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2. Suivi des étapes de purification par CCM

Des CCM (Chromatographie sur Couche Mince) ont été réalisées pour déterminer les
fractions d’intéréts aprés chaque étape de purification afin de permettre le regroupement des

fractions.

Une plaque de phase stationnaire de silice non greffée a été utilisée (TLC Silica gel 60 Fasa,
Merck®, Darmstadt Allemagne) ; le solvant utilis€ pour la migration était un mélange de
toluéne/ AcOEt/ acide formique 50/50/1 (v/v/v) de qualit¢ CLHP (Fisher Chemical™, Fisher

Scientific™, Thermo Fisher Scientific™, Illkirch France).

Une double révélation a ¢été effectuée, sous UV a 254 nm dans un premier temps puis apres

pulvérisation de vanilline sulfurique.

3. Analyse UHPLC-MS des fractions d’intéréts

Apres regroupement des fractions issues des différentes étapes de purification, un suivi
par UHPLC-MS-HRMS a été réalisé. Trois techniques d’analyses ont été réalisées selon 1’étape

de purification.

Les analyses ont été réalisées avec une UHPLC Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fisher
Scientific™, Illkirch France) et un spectrométre de masse LTQ-Orbitrap XL (Thermo Fisher
Scientific™, Illkirch France) équipé d’une source d’ionisation chimique a pression
atmosphérique (APCI). Les acquisitions ont été réalisées en mode positif. Pour les deux types
d’analyse, une colonne C18 Waters Acquity UPLC BEH 1,7 um, 2,1 x 150 mm a été utilisée,
avec une température de colonne de 40°C et un débit de 0,4 mL/min. Les solvants utilisés
¢taient de I’eau milliQ (A) et de ’acétonitrile (MeCN) (B), tous les deux acidifiés avec 0,1%

d’acide formique.

Le gradient de solvants a été réalisé comme suit (gradient 1) : deux minutes de plateau avec
90% de B puis de 2 a 22 minutes une augmentation jusqu’a 100% de B, suivie par un palier a
100% de B de 22 a 36 minutes, puis une diminution de B 4 90% de 36 a 37,5 minutes, et enfin
un palier a 90% de B de 37,5 a 40 minutes.
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Pour les fractions enrichies en D1 le gradient de solvants a été réalis€ comme suit (gradient 2)
: deux minutes de plateau avec 70% de B puis de 2 a 17 minutes une augmentation jusqu’a
100% de B, suivie par un palier a 100% de B de 17 a 28 minutes, puis une diminution de B a

70 % de 28 a 28,5 minutes, et enfin un palier a 70% de B de 28,5 a 30 minutes.

Pour les fractions EC47.J et EC47.J1 a EC47.J7 le gradient de solvants a été réalisé comme
suit (gradient 3) : une augmentation de 60 a 70 % de B de 0 a 25 minutes, puis une augmentation

jusqu’a 100% de B de 25 a 27 minutes, et enfin un plateau a 100% de B jusqu’a 30 minutes.

Le logiciel de traitement de données utilis¢é pour ’analyse des spectres de masse et des
chromatogrammes ioniques était LCQ Xcalibur 3.0 (Thermo Fisher Scientific™, Illkirch

France).

4. Analyse RMN des produits purs

Les spectres de résonance magnétique nucléaire ont été enregistrés au service commun
de RMN de I’Université¢ Paul Sabatier de Toulouse sur des appareils de type Bruker Avance
300® ou Bruker Avance 500® équip¢ d’une cryosonde Prodigy.

Les spectrométres étaient contrdlés par le logiciel Topspin™ et les spectres traités avec le

logiciel de RMN MNova™.,

Les échantillons ont été solubilisés dans du chloroforme ou du méthanol deutéré (Euriso-

top®, Cambridge Isotope Laboratories Inc, Saint-Aubin France).

B. Obtention de I’extrait brut du latex de Hura crepitans L.

La collecte de latex de H. crepitans L. a été réalisée au Pérou et permise grace a la
collaboration existante entre ’'UMR 152 et I’institut de recherche de I’Amazonie péruvienne
(ITAP) basé a Iquitos en plein cceur de la forét primaire péruvienne. Les récoltes et
identifications ont été effectuées par Billy Joel Cabanillas, docteur en chimie des substances
naturelles et chercheur au IIAP, et Diego Garcia Soria, ingénieur forestier. Les récoltes ont été
effectuées sur un arbre localisé dans les environs de la ville de Mazan. Afin de collecter le latex

des entailles horizontales ont été réalisées a la machette dans le tronc de ’arbre puis des
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bouteilles de plastiques sectionnées ont ét¢ fixées sous les entailles afin de récupérer le latex

(Figure 18).

Figure 18: Photographies de la récolte du latex de Hura crepitans L.(4)

Le latex a ensuite été lyophilisé¢ au Pérou avec un lyophilisateur LABCONCO FREEZONE
12®. Le lyophilisat obtenu a ensuite été extrait a froid dans de I’éthanol pour obtenir un extrait

brut.

C. Isolement de la huratoxine a partir d’une fraction méthanolique (MT252.6)
d’un extrait éthanolique du latex de Hura crepitans L.

La fraction éthanolique MT252.6 (8 g), obtenue par un précédent fractionnement de
I’extrait brut réalisé par Manon Trinel, a tout d’abord été dissoute dans du cyclohexane. Le

surnageant a €té récupéré et séché a I’aide d’un évaporateur rotatif.

Une CLMP a ensuite été réalisée sur le surnageant obtenu précédemment. La colonne a été
remplie avec 80 g de silice non greffée puis conditionnée avec du cyclohexane (Ce¢Hi2). Le
dépot solide a ensuite €été réalisé en couche homogene. Le conditionnement et 1’¢lution ont été
réalisés avec un débit de 90 mL/min et une pression de 1,9 bar.

L’¢lution at été réalisée comme suit : 2 fois 250 mL de CsHi2, 2 fois 250 mL d’un mélange
cyclohexane (C¢Hi2) /dichlorométhane (CH2Clz) 90/10 (v/v), 2 fois 250 mL d’un mélange
CsHi12/ CH2Cl2 80/20 (v/v), 2 fois 250 mL d’un mélange CsHi2 /CH2Cl 50/50 (v/v), 2 fois 250
mL de CHCly, 2 fois 250 mL d’un mélange dichlorométhane (CH2Cl»)/méthanol (MeOH) 99/1
(v/v), 3 fois 250 mL d’un mélange CH>Clo/MeOH 97/3 (v/v), 2 fois 250 mL d’un mélange
CH2Clo/MeOH 95/5 (v/v), 250 mL d’un mélange CH>Cl./MeOH 90/10 (v/v), 250 mL d’un
mélange CH>Cl2/MeOH 50/50 (v/v), puis 250 mL de MeOH.
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Ainsi 20 fractions ont été recueillies (ECF1 a ECF20). Les fractions ECF14 a ECF16 ontbété

regroupées pour former la fraction ECFA.

Cette fraction ECFA a été purifiée a 1’aide d’une colonne ouverte. Une colonne en verre
borosilicaté de 30 cm long et de 1,5 cm large avec un col rodé a été utilisée. Celle-ci a été
remplis avec de la silice non greffée. La colonne a été conditionnée avec un mélange CgHi2o/
CHxCl, 90/10 (v/v), puis un dépot de la fraction ECFA dissoute dans le méme mélange de
solvant a été effectué sous forme liquide.

L’¢lution a été réalisée comme suit : C¢Hi2/CH2Cly 90/10 (v/v), CsH12/CH2ClLx 80/20 (v/v),
CesH12/CH2Cl2 50/50 (v/v), CH2Cl2, CH2Cl/MeOH 99,5/0,5 (v/v), CH2Clo/MeOH 99/1 (v/v),
CH2Cl2/MeOH  98,5/1,5 (v/v), CH2Cl/MeOH  98/2 (v/v), CH2Cl,/MeOH  97,5/2,5 (v/v),
CH2Cl2/MeOH  97/3 (v/v), CH2Cl/MeOH  95/5 (v/v), CH2Cl/MeOH  90/10 (v/v),
CH>Cl/MeOH 80/20 (v/v) et enfin CH2Clo/MeOH 50/50 (v/v). Le volume de solvants utilisé
a chaque étape d’¢élution était de 50 mL.

Les fractions ont été récupérées dans des tubes a hémolyse de 5 mL. Ainsi 108 fractions ont été
obtenues (ECFA.1 a ECFA.108). Les fractions ECFA.60 a ECFA.62 ont été regroupées pour
former la fraction ECFB.

Puis, une SPE a été réalisée sur la fraction ECFB avec une colonne Strata C18-E de 1 g
(Phenomenex®, Le Pecq, France), conditionnée avec un mélange eau (H>O) /acétonitrile
(MeCN) 90/10 (v/v) puis un dépot solide a été réalisé.

L’¢lution a été réalisée comme suit : HHO/MeCN 90/10 (v/v), puis une augmentation de 5% de
MeCN jusqu’a 100% de MeCN. Le volume de solvants utilisé a chaque étape d’élution était de
5 mL.

Ainsi 19 fractions ont été recueillies (ECFB.1 a ECFB.19). Les fractions ECFB.14 a ECFB.18

ont été regroupées pour former la fraction ECFG.

La purification de la fraction ECFG a été réalisée par CLHP semi-préparative. La colonne
utilisée était une colonne Luna C18 ¢luée avec un débit de 3 mL/min et une pression de 60 bar.
Les solvants utilisés étaient de I’H>O milliQ (A) et du MeCN (B).

Le gradient de solvants a été réalis¢ comme suit : deux minutes de plateau avec 70% de B puis

de 2 a 17 minutes une augmentation jusqu’a 100% de B, suivie par un palier a 100% de B de
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17 a 33 minutes, puis une diminution de B a 70 % de 33 a 33,5 minutes. Et enfin un palier a
70% de B de 33,5 a 35 minutes.

10 injections de 300 pL ont été réalisées afin de traiter la totalité de la fraction ECFG dissoute
dans un mélange MeCN/isopropanol (C3HgO) a une concentration de 2,5 mg/mL.

Les fractions ont été collectées manuellement pour obtenir 4 fractions : ECFG.1 a ECFG.4.

D.  Isolement de daphnanes mono-estérifiés connus a partir d’un extrait brut
du latex de Hura crepitans L.

Quatre CLMP successives ont ¢té réalisées afin de traiter les 28 g d’extrait brut
¢thanolique du latex de H. crepitans L.
La colonne a été remplie avec 180 g de silice non greffée, conditionnée avec du C¢Hi2, puis le
dépot solide a été réalisé en couche homogene. L’¢élution et le conditionnement ont été réalisés
avec un débit de 30 mL/min et une pression de 1,2 bar.
L’¢lution a été réalis¢ comme suit : 2 fois 250 mL de CgHi2, 3 fois 250 mL d’un mélange
CsHi12/CH2Cl> 50/50 (v/v), 3 fois 250 mL de CHxCly, 3 fois 250 mL d’un mélange
CHyCly/acétate d’éthyle (AcOEt) 50/50 (v/v), 3 fois 250 mL de AcOEt, 2 fois 250 mL d’un
mélange AcOEt/MeOH 50/50 (v/v) et enfin 2 fois 250 mL de MeOH.
Ainsi 18 fractions ont été récupérées a chaque fois (EC33.1 a EC33.18 ; EC35.1 a EC35.18 ;
EC38.1 a EC38.18 ; EC39.1 a EC39.18). Les fractions ont été regroupées comme suit :
fractions 1 a 9 (EC33.A), fractions 10 (EC33.B), fractions 11 a 15 (EC33.C), fractions 16 et
17 (EC33.D), fractions 18 (EC33.E).

Une CLMP a ensuite été réalisée sur la fraction EC33.B afin d’isoler les D1 présents.

La colonne a été remplie avec 180 g de silice non greffée puis conditionnée avec du CH2Cl.
Le dépot solide a ensuite été réalisé en couche homogene. L’¢lution et le conditionnement ont
été réalisés avec un débit de 30 mL/min et une pression de 1,2 bar.

L’¢lution a été réalis¢ comme suit : 3 fois 250 mL de CHxClz, 3 fois 250 mL d’un mélange
CH>Cly/AcOEt 80/20 (v/v), 3 fois 250 mL d’un mélange CH>Clo/AcOEt 50/50 (v/v), 2 fois 250
mL de AcOEt et enfin 2 fois 250 mL de MeOH.

Ainsi 13 fractions ont été récupérées (EC33.B1 a EC33.B13). Les fractions ont été regroupées
comme suit : fractions 1 a 4 (EC42.A), fractions 5 et 6 (EC42.B), fractions 7 et 8 (EC42.C),
fractions 9 a 13 (EC42.D).
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De laméme maniere que précédemment deux CLMP successives ont été réalisées sur la fraction
EC33.D afin d’isoler les D1 présents.

La colonne a été remplie avec 180 g de silice non greffée puis conditionnée avec du CH2Cl.
Le dépot solide a ensuite été réalisé en couche homogene. L’ ¢lution et le conditionnement ont
¢été réalisés avec un débit de 30 mL/min et une pression de 1,2 bar.

L’¢lution a été réalisée comme suit : 2 fois 250 mL de CH2Cl, 2 fois 250 mL d’un mélange
CH2CI/AcOEt 50/50 (v/v), 2 fois 250 mL de AcOEt, 2 fois 250 mL d’un mélange
AcOEt/MeOH 90/10 (v/v), 2 fois 250 mL d’un mélange AcOEt/MeOH 70/30 (v/v), 2 fois 250
mL d’un mélange AcOEt/MeOH 50/50 (v/v), et enfin 2 fois 250 mL de MeOH.

Ainsi 14 fractions ont été récupérées a chaque fois (EC33.D1 a EC33.D14). Les fractions ont
été regroupées comme suit : fractions 1 a 4 (EC41.A), fractions 5 a 8 (EC41.B), fractions 9 a

12 (EC41.C), fractions 13 et 14 (EC41.D).

Les fractions EC33.C, EC41.B et EC42.D ont été regroupées pour former la fraction EC33.C
finale. Puis, trois séparations successives ont ¢té réalisées sur cette fraction a I’aide d’un
chromatographe flash.

L’¢lution et le conditionnement ont été réalisés avec un débit de 60 mL/min et une pression de
14 bar. Les solvants utilisés étaient de 1’eau distillée (A) et du MeCN (B).

Le gradient de solvants a été réalis€¢ comme suit : 50% de B a 0 minutes puis une augmentation
progressive du pourcentage de B jusqu’a 100% de B a 60 minutes. La collecte a été réalisée
dans des tubes avec 10 mL dans chaque tube.

Ainsi 360 tubes ont été collectés et ensuite regroupés en 12 fractions (EC47.A a EC47.L).

La purification de la fraction EC47.G a été réalisée par CLHP semi préparative. La colonne
utilisée était une colonne Luna C18 ¢luée avec un débit de 3 mL/min et une pression de 69 bar.
Les solvants utilisés étaient de 1’eau milliQ (A) et du MeCN (B).

Le gradient de solvants a été réalisé comme suit : trente-cinq minutes de plateau avec 70% de
B puis de 35 a 37 minutes une augmentation jusqu’a 100% de B. Et enfin un plateau a 100%
de B de 37 a 40 minutes.

75 injections de 300 pL ont été réalisées afin de traiter la fraction EC47.G dissoute dans du
MeCN a une concentration de 5 mg/mL.

Les fractions ont été collectées manuellement pour obtenir 4 fractions : EC47.G1 a EC47.G4.

45



La purification de la fraction EC47.J a aussi été réalisée par CLHP semi préparative. La colonne
utilisée était une colonne Luna C18 ¢luée avec un débit de 3 mL/min et une pression de 53 bar.
Les solvants utilisés étaient de 1’eau milliQ (A) et du MeCN (B).

Le gradient de solvants a été réalisé comme suit : quinze minutes de plateau avec 80% de B
puis de 15 a 25 minutes une augmentation jusqu’a 100% de B. Et enfin un plateau a 100% de
B de 25 4 40 minutes.

58 injections de 300 pL ont été réalisées afin de traiter une partie de la fraction EC47.J dissoute
dans du MeCN a une concentration de 10 mg/mL.

Les fractions ont été collectées manuellement pour obtenir 7 fractions : EC47.J1 a EC47.J7.

La fraction EC47.J6 a ensuite été purifiée a 1’aide d’une colonne ouverte. Une colonne en verre
borosilicaté de 30 cm long et de 1.5 cm large avec un col rodé a été utilisée. Celle-ci a été
remplie avec de la silice non greffée de porosité 15-40 um. La colonne a été conditionnée avec
du tolueéne, puis un dépot solide de la fraction EC47.J6 a été effectué.

L’¢lution a été réalisée comme suit : 50 mL de Toluéne (C7Hs), 100 mL de C7Hs/MeCN 90/10
(v/v), 50 mL de C7Hs/MeCN 85/15 (v/v), 50 mL de C7Hs/MeCN 80/20 (v/v), 100 mL de
C7Hg/MeCN 70/30 (v/v), 150 mL de C7Hs/MeCN 65/35 (v/v), 50 mL de C7Hs/MeCN 60/40
(v/v), 50 mL de C7Hs/MeCN 55/45 (v/v), 50 mL de C7Hs/MeCN 50/50 (v/v) et enfin 50 mL
de MeOH.

Les fractions ont été récupérées dans des tubes a hémolyse de 10 mL. Ainsi 66 tubes ont été

obtenus puis regroupés en 7 fractions en fonction de leur profil en CCM (EC115.A a EC115.G).

E. Isolement d’un daphnane mono estérifié original D1. D

La fraction EC47.E a été obtenue comme expliqué dans le paragraphe précédent.
Celle-ci a ensuite été purifiée par CLHP semi-préparative. La colonne utilisée était une colonne
Kinetex C18 ¢éluée avec un débit de 3 mL/min. Les solvants utilisés étaient de I’eau milliQ (A)
et du MeCN (B).

Le gradient de solvants a été réalis¢ comme suit : deux minutes de plateau avec 60% de B puis
de 2 a 25 minutes une augmentation jusqu’a 70% de B.

33 injections de 300 pL ont été réalisées afin de traiter la fraction EC47.E dissoute dans un
mélange MeCN/C3HgO a une concentration de 10 mg/mL.

Les fractions ont été collectées manuellement pour obtenir 4 fractions : EC47.E1 a EC47.E4.

La fraction EC47.E3 a ensuite subi une autre €tape de purification par CLHP préparative a la
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plateforme de chromatographie de I’Institut de Chimie de Toulouse (PCRIT) de I’Université
Paul Sabatier avec un systéeme CLHP préparative composée d’une CLHP (Water™, Guyancourt
France), d’un passeur automatique d’échantillon 2767, d’un module de pompe 2545, et d’un
détecteur UV-Visible 2489. Le systéme ¢tait piloté par le logiciel Mass Lynx. La colonne
utilisée était une colonne CHIRALPAK® IB 5um, 20 x 250 mm avec un débit de 18 mL/min.
L’¢lution a été réalisée en mode isocratique pendant 30 minutes avec 60 % d’eau acidifiée avec

0,1% d’acide formique et 40% de MeCN modifié¢ avec 0,1% d’acide formique.
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Iv. Résultats et discussion

Afin d’isoler des daphnanes monoestérifi¢ de H. crepitans L., une premiére étape de
fractionnement a été réalisée sur 1’extrait brut du latex de H. crepitans L. afin d’obtenir une
fraction enrichie en D1. Plusieurs CLMP (Chromatographie Liquide sous Moyenne Pression)
successives en phase normale ont été réalisées afin de traiter les 28 g d’extrait éthanolique du
latex de H. crepitans L. L’analyse par UHPLC-MS des cinqg fractions obtenues a révélé que
plusieurs fractions contenaient des D1. En effet, la fraction EC33.C était enrichie en D1, tandis
que les fractions EC33.B et EC33.D contenaient respectivement un mélange de D1 et de D2 ou
un mélange de D1 et de cérébrosides. Ces dernicres fractions ont donc subi une CLMP
supplémentaire en phase normale et toutes les fractions contenant des D1 ont été regroupées

pour donner 4,4 g d’une fraction enrichie en D1 (EC33.C).

A. Déréplication d’une fraction enrichie en D1 (EC33.C)

Une analyse déréplicative par UHPLC-MS-HRMS de cette fraction a été réalisée avec
une source d’ionisation de type APCI (Atmospheric Pressure Chemical Ionization) en mode
positif. Le gradient utilisé est décrit dans le paragraphe A.3 de la partie « Matériels et
Méthodes » (Gradient 2). L’analyse générale du chromatogramme en Full MS APCI POS

(Figure 19) a permis de dénombrer une quarantaine de composés.
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Figure 19: Chromatogramme UHPLC-APCI-MS de la fraction EC33.C en mode positif
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Sur la base des [M+H] " et des ions diagnostiques identifiés précédemment (Figure 17) une
vingtaine de daphnanes a ét¢ mise en évidence dans cette fraction. L’identification de douze de
ces D1 a pu étre proposée grace aux travaux de déréplication et d’isolement effectués
précédemment (prohuratoxine, 5-déoxy-6,7déépoxy-didéhydro-huratoxine et isomere,
stelleralide J et isoméres, 6’-oxo-huratoxine, huratoxine et isomére, 2’-3’dihydrohuratoxine)

(4) (Tableau 3).

L’analyse détaillée des spectres MS/MS obtenus avec un mode de fragmentation CID (Collision
Induced Dissociation) a mis en évidence des ions diagnostiques complémentaires

caractéristiques de deux autres types de génine (Tableau 3).

En observant les spectres de fragmentations des daphnanes connus, nous pouvons formuler des
hypotheses structurales. On remarque, en effet, la présence d’un fragment a m/z 379 pour les
daphnanes contenant un ester tels que la prohuratoxine, contrairement a ceux contenant un
orthoester tels que la huratoxine. La coupure de la chaine latérale orthoestérifiée se fait via un
double réarrangement de Mc Lafferty et aboutit & un fragment a m/z 361 comportant quatre
hydroxyles (4). En effet, dans ce cas les atomes d’oxygeéne en 13 et 14 sont impliqués dans la
formation de I’orthoester et partent avec la chaine latérale. Dans le cas d’une molécule
contenant un ester en position 14, I’hydroxyle en 13 est libre : la coupure de la chaine latérale

au niveau de la liaison A (Figure 20) conduit donc a un fragment a cinq hydroxyles, dont

I’hydroxyle en 13, expliquant la présence de ’ion a m/z 379.

De la méme maniere on note un fragment supplémentaire a m/z 397 pour les molécules avec un
diol a la place de I’époxyde sur le cycle B, tel que le stelleralide J. En effet, dans ce cas la chaine
latérale est également coupée au niveau de la liaison A et la présence de deux hydroxyles a la
place de I’époxyde sur le cycle B aboutit a ce fragment avec 18 uma (unité de masse atomique)

supplémentaires (Figure 20).
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Figure 20: A. Proposition d'un schéma de fragmentation pour le noyau "huratoxigénine". B. Proposition d'un schéma de
fragmentation pour le noyau prohuratoxine. C. Proposition d'un schéma de fragmentation pour le noyau stelleralide J
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Les fragments caractéristiques de ces types de noyaux sont donc ceux de la « huratoxigénine »
avec un ion supplémentaire a m/z 379 pour le noyau prohuratoxine et avec deux ions

supplémentaires pour le noyau stelleralide J a m/z 379 et 397 (Figure 21).

(CHz)gCH; /
=
=
OH o
HO 0 g
)
HO
° The OH
A B
Noyau Prohuratoxine. Ions diagnostiques : m/z Noyau Stelleralide J . lons diagnostiques : m/z
379, 361, 343, 325, 297 et 253 397,379, 361, 343, 325, 297 et 253

Figure 21: A. Structure du noyau Prohuratoxine. B. Structure du noyau Stelleralide J

Grace a ces ions diagnostiques ainsi qu’a I’analyse de 1’ensemble des fragmentations, des
structures ont pu étre proposées pour quatre nouveaux daphnanes (D1.A, D1.B, D1.C, D1.D)

(Figure 23, Figure 25, Annexe I, Annexe II).

Pour I’ensemble de ces D1, on remarque tout d’abord des déshydratations séquentielles a partir
de I’ion parent directement dans la source (Figure 22, Figure 24). Ce phénomeéne a déja été
décrit pour la huratoxine (4). Ces déshydratations sont caractéristiques de la génine poly-
hydroxylée. Elles ont lieu préférentiellement lorsque la formation de la double liaison résultante
est conjuguée. L’ordre des déshydratations successives a donc été proposé en suivant cette

hypothese.

Le spectre de masse de la molécule D1. A présente un ion [M+H]* de m/z 655,3243 suggérant
une formule brute de C34HssO12".

Sur le spectre MS/MS de cet ion, on repére les fragments caractéristiques du noyau stelleralide
Jam/z397 et 379 (Figure 22). On suppose donc que ce D1 est sous forme d’ester et présente
un diol a la place de 1’époxyde sur le cycle B, et que la différence structurale est portée par la

chaine latérale.
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De plus, on note un autre fragment issu de I’ion moléculaire a m/z 415 (Figure 22) qui pourrait
étre issu de la perte de la chaine aliphatique avec une coupure de la liaison ester B (Figure 23)
confirmant I’hypothése d’un noyau stelleralide J.
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Figure 22: Spectre APCI-CID MS et MS/MS de la molécule D1. A (tr = 1,55 minutes) en mode positif

La molécule D1. A présente une différence de 34 uma par rapport au stelleralide J qui présente
un [M+H] " de m/z a 621 avec la formule brute suivante : C34Hs3010" (Tableau 3). Il semblerait
donc que cette molécule possede deux oxygenes et deux hydrogeénes supplémentaires sur sa
chaine latérale.

On remarque également un ion intense a m/z 499, issu du [M+H] ¥, qui subit une série de
déshydratations (Figure 22). Nous supposons que ce fragment provient de la perte d’une partie
de la chaine latérale. Nous proposons qu’il soit le résultat d’un réarrangement de Mc Lafferty
impliquant une cétone ainsi que I’hydrogéne mobile d’un hydroxyle présent sur la chaine
aliphatique en gamma du carbonyle. La perte de neutre correspondant a ce fragment est de 156
uma compatible avec une formule brute de CioH200. Sur la base de ces informations nous

proposons un enchainement en 3’ et 5° d’une cétone et d’un hydroxyle sur la chaine permettant

un réarrangement de Mc Lafferty et la perte de neutre de 156 uma (Figure 23).
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Figure 23: Proposition d'un schéma de fragmentation pour la molécule D1. A (tr = 1, 55 minutes)
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De la méme maniére que pour la huratoxine on remarque des pertes correspondant a des
contractions de cycles pour former les ions a m/z 253 et 297 (37). On observe aussi une perte
de H>CO aboutissant a I’ion a m/z 295.

L’ensemble de ces fragmentations nous a donc permis de proposer une structure grace a un

schéma de fragmentation pour la molécule D1. A (Figure 23).

Pour les D1 originaux possédant un [M+H] " de m/z de 635,2970 (D1.C) et 637,3140 (D1. B),
suggérant une formule brute de CssHs3O11" et C3sHs3O11" respectivement, on observe la
présence des ions diagnostiques du noyau stelleralide J. On peut donc supposer que ces
molécules sont aussi sous forme d’ester et qu’elles présentent un diol a la place de 1’époxyde
sur le cycle B. La différence structurale pour ces D1 est donc également située sur la chaine
latérale.

On remarque que la différence de masse entre les molécules présentant un m/z de 655 (D1. A)
et de 637 (D1. B) est égale a 18 uma suggérant 1’absence d’un oxygene et de deux hydrogenes
sur la chaine.

De plus, nous ne remarquons pas de fragment intense intermédiaire entre I’ion moléculaire et
la génine. Il n’y a donc pas de réarrangement de Mc Lafferty. Cette observation est cohérente
avec la proposition d’une chaine latérale « mono-oxydée » qui ne permet pas d’avoir la
structure nécessaire au réarrangement de Mc Lafferty.

Nous proposons donc une chaine avec une cétone en 3’ et une double liaison conjuguée
(Tableau 3).

La molécule D1.C présente une différence de 2 uma par rapport a la D1. B et tous les ions
diagnostiques du noyau stelleralide sont présents. Nous supposons donc que cette molécule
présente une double liaison supplémentaire sur sa chaine.

Les propositions de schémas de fragmentation pour ces deux D1 sont présentées en Annexe |

et II.

Le spectre de masse de la molécule DI. D montre un [M+H] © avec un m/z de 617,3314
suggérant une formule brute de C34H49010".

Le spectre MS/MS de cet ion présente les ions diagnostiques du noyau prohuratoxine, en effet
le fragment a m/z 397 est absent contrairement a celui a m/z 379 (Figure 24). Nous supposons
donc que ce daphnane est sous forme d’ester et qu’il présente un époxyde sur le cycle B, la
différence structurale avec la prohuratoxine se situant sur sa chaine latérale comme pour les

autres D1 étudiés.
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Figure 24: Spectres APCI-CID MS et MS/MS de la molécule a m/z 617 en mode positif (tr = 3,80 minutes)

Ce D1 a m/z 617 présente une différence de 14 uma par rapport a la prohuratoxine qui posséde

un [M+H] * de m/z 603 avec la formule brute suivante : C34HsiOo" (Tableau 3). 1l semblerait

donc que cette molécule posseéde un oxygene supplémentaire mais deux hydrogénes en moins

sur sa chaine latérale.

De plus, nous ne remarquons pas de fragment intense intermédiaire entre le pic correspondant

I’ion moléculaire et les fragments correspondant a la génine (Figure 24) ; il n’y a donc pas de

réarrangement de Mc Lafferty. Cette observation est cohérente avec la proposition d’une chaine

latérale mono oxydée avec une cétone en 3’ et une double liaison comme pour la molécule D1.

C. (Tableau 3, Figure 25).
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Tableau 3: Tableau récapitulatif de la déréplication d'une fraction enrichie en D1 (EC33.C)

Temps de [M+H]" Fragments Formule brute Structure proposée Identification
rétention
(minutes)
1,55 655,3243 637; 619; 601; C34Hs54012 \ DI1. A
3,47 583; 565; 547; -
499 ; 481; 463;
445, 427, 415,
409; 397; 391,
379, 361; 343,
325, 307; 297;
295; 289; 253
1,89 637,3140 619; 601; 583; C34Hs5,01y D1.B
6,27 565; 547; 397;
8,33 379; 361; 343,
9,02 325; 307; 297,
289 ; 253
2,28 635,2970 617; 599; 581; C34Hs5001; \J:A\ - DI1.C
563; 545; 397; N e o
3795 361; 343; Y A
325; 307; 297; M_{\ PP
289; 253 <l
3,80 617,3314 599; 581; 563; C34Hs5010 - DI1.D
545, 527; 379; ™ S
361; 343; 325; N )J\/U\//\j/g
307 ;297 ;289 ;253 TN A
N
437 603,3528 567; 549; 531, C34H5009 Prohuratoxine
379; 361; 343; J\/\/\/\
325; 307; 297; i |
279 ;267 ;253 ;207 a, X AN
4,65 553,3514 535; 329; 311; C34H4504 5-déoxy-6,7-déépoxy-
11,95 293; 283; 267; didéhydro-huratoxine
265; 251; 223;
207
490 621,3191 603; 585; 567; C34H5,019 Stelleralide J ou
5,11 397; 379; 361; isomeéres
7,62 343; 325; 307,
11,58 297; 295; 277,
12,85 253; 207
5,89 599,3207 581; 563; 545, C34H4609 o 6’-0xo-huratoxine
361; 343; 325; P SN
307; 297; 279; ° e
267;253; 207
10,51 585,3420 567; 549; 531; C34H4504 Huratoxine ou
11,35 361; 343; 325, isomeéres
307; 297; 279;
267 ;253
13,16 587,3571 569; 551; 533; C34H5005 2°,3’-
361; 343; 325, P N dihydrohuratoxine
307; 297; 279; M
267 ;253
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Ce travail de déréplication a permis de confirmer I’identification de D1 dérépliqués
précédemment mais aussi de mettre en évidence des D1 originaux pour lesquels nous avons pu

proposer des structures sur la base des spectres MS et MS/MS.

Cependant, le mode de fragmentation CID utilisé€ ici ne permet pas d’avoir de la haute résolution
pour les spectres MS/MS. Ce mode de fragmentation a été choisi car il permet 1’obtention d’un
plus grand nombre de fragments (4), contrairement au mode de fragmentation tel que ’'HCD
(High Energy Collisional Dissociation) qui permet 1’obtention de spectres en haute résolution.
Une approche combinée avec les deux types de fragmentation serait optimale afin d’avoir toutes
les informations nécessaires a la déréplication. De plus, 1’acquisition de spectres de
fragmentation MS® et MS* serait nécessaire afin de confirmer la filiation des différents

fragments.

Cependant, les structures proposées ne sont que des hypothéses. Il était donc nécessaire d’isoler
ces différentes molécules afin d’en ¢élucider la structure, ce qui a été engagé dans la suite de

cette étude.

B. Isolement de daphnanes mono estérifiés de Hura crepitans L.

1. Isolement de daphnanes mono estérifiés connus

Un des objectifs de ce travail de recherche étant la confirmation de I’activité de la
huratoxine sur la PKC , nous avons cherché a I’isoler. Pour cela, nous disposions de la fraction
MT?252.6, issue d’un fractionnement préalable de 1’extrait brut au laboratoire, fraction qui était
enrichie en huratoxine mais contenait aussi des cérébrosides en grande quantité. Elle a donc
subi différentes étapes de purification afin d’isoler la huratoxine.

Tout d’abord, des essais de dissolution ont été réalisés afin d’éliminer les cérébrosides de cette
fraction. En effet, les cérébrosides sont des molécules beaucoup plus polaires que la huratoxine.
L’hypothése était d’utiliser un solvant trés apolaire afin de solubiliser sélectivement les
daphnanes. Une dissolution au cyclohexane a permis de récupérer un surnageant dans lequel
une partie des cérébrosides a été éliminé.

Le surnageant a ensuite subi quatre étapes de purification : une CLMP en phase inverse, une

séparation sur colonne ouverte, une SPE (Solid Phase Extraction) et une CLHP semi préparative
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permettant d’obtenir 4,7 mg de huratoxine purifi¢e. Le résumé de ces étapes de purification est
présenté en Annexe III.

La comparaison des données de RMN (Résonnance Magnétique Nucléaire) du proton entre cet
¢chantillon et la huratoxine précédemment isolée au laboratoire a confirmé ’identification de

la huratoxine (4).

De la méme maniére, trois daphnanes mono-estérifiés connus, le stelleralide J, la
huratoxine et la prohuratoxine, ont été isolés a partir d’un extrait brut du latex de H. crepitans
L. L’annexe IV présente 1’arbre de purification de ces trois composés.

Dans un premier temps une fraction EC33.C enrichie en DI a été obtenue (cf p.45). Cette
fraction a été traitée par chromatographie flash en phase inverse. Douze fractions ont été

obtenues.

Le suivi du fractionnement par UHPLC-MS a permis de sélectionner une fraction contenant
majoritairement le stelleralide J (EC47.G) (Figure 26). Cette fraction a ensuite été purifiée par
CLHP semi préparative en phase inverse ce qui a permis d’obtenir 18,15 mg de stelleralide J

purifié (fraction EC47.G4).

Suite au suivi UHPLC-MS des fractions EC47.A a EC47.L une partie de la fraction EC47.J a
¢té fractionnée par CLHP semi préparative en phase inverse afin d’isoler la prohuratoxine

(Figure 26). Ainsi 21,53 mg de prohuratoxine ont pu étre obtenus dans deux fractions (EC47.J2
et EC47.J4).

Le suivi UHPLC-MS des fractions EC47.J1 a EC47.J6 a permis de mettre en avant une fraction
contenant de la huratoxine (EC47.J6) qui semblait pure. Cependant, des cristaux étaient
observables dans cette fraction ; suite a une analyse cristallographique par diffraction des
rayons X ils ont pu étre identifiés comme étant de ’acide palmitique. La fraction EC47.J6 a
donc subi une derni¢re étape de purification par colonne ouverte en phase normale afin de

récupérer 2,73 mg de huratoxine (EC115.D).

La comparaison des données de RMN (Résonnance Magnétique Nucléaire) du proton entre ces
¢chantillons et le stelleralide J, la huratoxine et la prohuratoxine précédemment isolées au
laboratoire a confirmé 1’identification de ces trois molécules (4). Les spectres RMN 'H de ces

trois composés sont présentés en annexes V, VII, VIII et IX.
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2. Isolement d’un daphnane mono estérifi¢ original D1. D

Ensuite, nous nous sommes focalisés sur I’isolement des autres D1 présents dans le latex

de H. crepitans L.

Tout d’abord une fraction enrichie en D1 a été obtenue (cf p.45). Cette fraction (EC33.C) a été
traitée par chromatographie flash en phase inverse. Douze fractions ont été obtenues. Le suivi
du fractionnement par UHPLC-MS a permis de sélectionner une fraction peu complexe

(EC47.E) (Figure 26) contenant la molécule originale D1. D dérépliquée précédemment.

Cette fraction a donc été purifiée par CLHP semi préparative en phase inverse afin d’isoler ce
daphnane original, permettant d’obtenir 20,7 mg de la fraction EC47.E3 a priori pure.
L’analyse des spectres RMN '*C de cette fraction nous a laissé penser que le produit obtenu
était un mélange d’isomeres car certains pics €étaient dédoublés. Cette fraction a donc subi
ensuite une CLHP préparative avec une colonne chirale afin de séparer les deux isomeéres. Ainsi
deux fractions ont ét¢ obtenues EC99.C et EC99.D possédant une masse de 3,65 mg et 6,03 mg

respectivement (Annexe [V). Leur analyse structurale est présentée dans le chapitre 4.
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Figure 26: Chromatogrammes UHPLC-APCI-MS de suivi de purification de la molécule D1.D, du stelleralide J,
de la prohuratoxine et de la huratoxine en mode positif



3. Bilan de purification

La figure 26 résume les différentes étapes de purification pour obtenir trois daphnanes
monoestérifiés connus (huratoxine, prohuratoxine et stelleralide J) ainsi qu’un daphnane
monoestérifié original (D1. D). On peut observer les différents chromatogrammes obtenus par

UHPLC-MS au cours des étapes de purification.

L’extraction du latex lyophilisé a été réalis€ ici avec de 1’éthanol 96% et a abouti a un extrait
brut trés complexe dans lequel on a dénombré plus de quarante composés majoritaires. A partir
de cet extrait il a été possible d’isoler quatre daphnanes mono estérifiés, dont un original.
Cependant de nombreuses molécules sont encore présentes. En plus de celles détectées,
plusieurs molécules minoritaires n’ont pas été explorées. Afin de pouvoir purifier ces molécules
il serait nécessaire d’optimiser les premieres €tapes d’extraction et de purification. Dans cette
optique il aurait été intéressant d’essayer différents solvants successifs tel que 1’heptane, suivi
par du dichlorométhane puis de I’éthanol a 96%. Cet enchainement de solvants pourrait
permettre de séparer dés 1’extraction les différentes classes de molécules contenues dans le latex
grace a leurs polarités différentes. Une autre technique envisageable serait une extraction par
du CO> supercritique qui est trés apolaire et donc adapté a nos molécules, notamment aux
daphnanes di estérifiés. En faisant varier le pourcentage de méthanol mélangé au CO»

supercritique une séparation des trois classes de molécules pourrait étre possible.

Lors de I’isolement de la huratoxine a partir de 1’extrait brut du latex de H. crepitans L.,
I’observation de cristaux dans la fraction EC47.J6 nous a permis d’identifier de 1’acide
palmitique. Cette observation est cohérente avec la littérature. En effet, en 2019, des chercheurs
ont mis en avant des acides gras jamais répertori€és auparavant dans le latex d’Euphorbia
tirucalli. Dans leur étude I’acide palmitique représentait I’acide gras majoritaire (68). En
connaissant ces informations il n’est pas étonnant de découvrir la présence d’acide gras dans le
latex d’une autre Euphorbiaceae telle que H. crepitans L. Cette découverte pose néanmoins des
questions sur notre protocole de purification et de suivi par CCM et UHPLC-MS. En effet, si
1’on observe les spectres RMN 'H des différents daphnanes isolés (Figure 27, Figure 28, Figure
29, Annexes V, VI, VII, VIII et IX) on remarque que les intégrations des pics les plus blindés
sont supérieures au nombre d’hydrogeénes de la molécule isolée. Nous supposons que ce

phénomene est di a la présence d’acide gras dans nos échantillons.
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Jusqu’a maintenant les suivis étaient réalisés par CCM sur silice doublement révélée en UV a
254 et 365nm et a la vanilline sulfurique, ainsi que par une analyse par UHPLC-APCI-MS en
phase inverse. Ces techniques ne permettent pas de détecter ’acide palmitique et donc des
¢chantillons qui peuvent apparaitre purs contiennent en réalit¢ un taux important d’acide
palmitique. En effet, cet acide gras est satur¢, il n’absorbe donc pas dans le domaine de I’'UV,
de plus la présence d’une fonction acide carboxylique en bout de chaine explique que cette
molécule ne s’ionise qu’en mode négatif. Un protocole robuste de détection et d’élimination de
ces acides gras doit étre mis en place pour faciliter la suite des travaux sur le latex de cette
plante. Les recherches effectuées dans la littérature ont permis de mettre en avant différentes
techniques de détection réalisables au laboratoire. La détection par UHPLC-MS, par exemple,
en mode négatif et avec une source d’ionisation de type ESI et des phases mobiles alcalinisées
est possible pour détecter les acides gras saturés. Une autre possibilité pour détecter ce type de
molécule est d’injecter un contre ion (sodium, lithium...) en post colonne du systeme UHPLC-
MS afin de pouvoir détecter les adduits formés en mode d’ionisation positif (68—71). Pour une
détection de routine des CCM peuvent étre envisagées en utilisant de la rhodamine 6G en tant
que révélateur (72). Une fois en mesure de détecter ces acides gras il pourrait étre envisagé
d’¢liminer ces molécules dés les premieres étapes de purification. Il semblerait qu’un lavage
basique a pH = 9 soit la solution la plus aisée. En effet, I’acide palmitique posséde un pKa de 5
et donc a ce pH toutes les molécules acides seront ionisées et donc facilement éliminables dans
I’eau par partage liquide liquide. Cette étape de lavage devrait donc étre envisagée deés
’obtention de I’extrait brut afin d’éliminer tous les acides gras et ainsi faciliter les futures étapes

de purification.

La séparation de l’extrait brut du latex de H. crepitans L. en trois fractions contenant
respectivement les D1, les D2 et les cérébrosides a nécessité trois étapes de CLMP. Dans la
littérature, la premiére étape de purification se fait le plus souvent par partage liquide-liquide
(73,74). 11 serait donc intéressant d’utiliser une chromatographie a contre-courant afin de
transposer cette technique tout en diminuant les pertes et le nombre d’étapes nécessaires. En
effet, la chromatographie a contrecourant (CCC) est une technique de plus en plus utilisée pour
la purification de produits naturels bioactifs (75—77). C’est une technique chromatographique
sans support solide. La présence d’une phase stationnaire liquide permet de nombreux
avantages par rapport a la chromatographie solide/liquide. En effet, cette technique permet
d’injecter des quantités plus importantes d’échantillon car celui-ci est en contact avec la totalité

de la phase stationnaire liquide tandis que dans une chromatographie solide/liquide
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I’échantillon n’est en contact qu’avec la surface de la phase stationnaire. La CCC combine ainsi
la sélectivité d’une chromatographie solide/liquide avec une capacité de chargement supérieure.
Autre avantage, 1’échantillon ne subit pas de phénomeénes de sorption ce qui permet le plus
souvent de préserver les propriétés des molécules telle que leur bio activité, et lors du vidage
de la colonne la totalité¢ de I’échantillon est récupéré, les pertes sont donc limitées. De plus, la
CCC permet d’avoir une bonne répétabilité et une faible consommation de solvants s’il n’y a
pas de fuite de phase stationnaire pendant la séparation. Une large gamme de solvants est
possible pour cette technique (76—78). Les échantillons peuvent étre injectés sous forme de
fractions pré-purifiées ou d’extraits bruts. De plus, cette technique est assez facilement
transposable a I’échelle industrielle (77,78). Parmi les chromatographies a contrecourant les
deux techniques les plus utilisées sont la chromatographie a contrecourant a haute pression

(HSCCC) et la chromatographie de partage centrifuge (CPC) (76,79).

Une autre méthode telle que la chromatographie en phase supercritique, avec utilisation du CO>
comme solvant, couplée a une nanofiltration pourrait étre envisagée. En effet, cette technique a
déja montré un intérét pour la purification de produits naturels en permettant de séparer des
molécules avec des masses molaires différentes (80). Dans le cas de notre extrait brut du latex
de H. crepitans L. nous sommes dans ce cas de figure : les daphnanes mono estérifiés possedent
des masses molaires comprises entre 550 et 660 g/mol, les daphnanes di estérifiés entre 800 et
900 g/mol et les cérébrosides entre 700 et 750 g/mol (4). Cette technique pourrait donc étre
intéressante en premicre ¢étape de purification afin de minimiser les pertes et de diminuer

I’utilisation de solvants organiques.

La huratoxine est le D1 majoritaire du latex de H. crepitans L. En effet elle représente environ
40% des D1 ce qui rend son isolement aisé (4). On voit bien un pic majoritaire sur le
chromatogramme de la fraction EC33.C a tr = 11,36 minutes qui correspond probablement a la
huratoxine (Figure 26). En revanche, les autres D1 sont présents en faible proportion. De plus,
sur le chromatogramme de la fraction EC33.C on observe un grand nombre de pics en début
d’¢lution (Figure 26). On a donc beaucoup de D1 de polarités proches et de nombreux isomeres
ce qui rend leur isolement d’autant plus difficile. De ce fait, les rendements d’extraction pour
les différents daphnanes isolés sont trés faibles, et une optimisation du protocole de purification

sera nécessaire pour la poursuite des recherches sur cette plante.
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Un phénomene inattendu est apparu lors de I’analyse de la prohuratoxine et de la molécule D1.
D. En effet, lors de la purification par CLHP semi préparative de la fraction EC47.J deux pics
avec des temps de rétention significativement différents ont été collectés dans deux fractions :
EC47.J2 et EC47.J4. L analyse UHPLC-MS a permis d’identifier les deux fractions comme de
la prohuratoxine avec un m/z de 603. Nous avons supposé que nous €tions en présence de deux
isomeres de la prohuratoxine. Cependant, lors de 1’analyse RMN de ces deux molécules nous
nous sommes apercus que les spectres RMN 'H de ces deux molécules étaient exactement
superposables. L’hypothése de deux isomeres est donc écartée. Ce phénomene s’est aussi
produit pour la molécule D1. D, avec des spectres RMN 'H et *C superposables pour les
fractions EC99.C et EC99.D malgré une séparation par CLHP préparative sur colonne chirale.
Il semblerait que ces molécules subissent un réarrangement lorsqu’elles sont en solution ou en
présence d’une phase stationnaire ce qui expliquerait les spectres RMN identiques malgré la
séparation aisée sur colonne. L’injection de ces échantillons dans une chaine CLHP avec un

détecteur RMN permettrait de vérifier notre hypothéese et de localiser ce réarrangement.

4. Analyse par Résonnance Magnétique Nucléaire de la molécule D1. D

Dans la littérature aucune molécule de type daphnane possédant une formule brute de
C34H4g010 n’a été décrite, indiquant 1’originalité de ce composé. Cependant, 1’analyse des
spectres RMN de la fraction EC99.D et la comparaison avec les données de la littérature a
permis d’observer que tous les signaux caractéristiques de la huratoxigénine sont présents dans
les spectres RMN de la molécule D1. D, et il a été¢ possible d’identifier en particulier le noyau
tricyclique de la huratoxine (4,40,45,46) (Figure 27). De plus, on remarque le carbone
quaternaire a 117,3 ppm caractéristique du C-1’ de la forme orthoester. Cette molécule semble

donc présenter un noyau huratoxigénine.
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En revanche, on remarque plusieurs différences au niveau des signaux des carbones de la chaine
latérale (Figure 28) :
- Un carbone quaternaire supplémentaire a 200,8 ppm pouvant correspondre a un
carbonyle
- Deux carbones a 141,5 et 130,9 ppm correspondant a des carbones éthyléniques
- Un carbone ternaire a 72,0 ppm correspondant a un carbone li¢ a un hydroxyle.
Il semble donc que cette molécule posséde un carbonyle, un hydroxyle et une double liaison

sur sa chaine latérale.
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Grace aux corrélations observées sur les spectres HSQC, HMBC, COSY et NOESY la position

des différents carbones sur la chaine a pu étre déterminée (Figure 29).

- L’analyse du spectre HMBC montre que C-1’ correle avec le H-14 a 4,47 ppm ainsi
qu’avec un H a 4,58 ppm suggérant un CH en C-2’. L’analyse du spectre HSQC
montre que le proton a 4,58 ppm est porté par un C a 72,0 ppm. Ces informations
suggerent la présence d’'un CH portant un hydroxyle en C-2’.

- Sur le spectre HMBC on voit que le C a 72,0 ppm correle avec un proton a 6,96 ppm
porté par un carbone a 141,5 ppm suggérant un CH impliqué dans une double liaison
en C-3°.

- Ce carbone a 141,5 ppm corréle avec le H-2” a 4,58 ppm qui lui-méme est corrélé
avec un proton a 6,96 ppm porté par un C a 130,9 ppm ce qui confirme la présence
d’une double liaison entre le C-3’ et le C-4’.

- Les protons H-3" et H-4’ présentent une corrélation en HMBC avec le carbonyle
vicinal C5” a 200,8 ppm. Nous proposons que le C-5 soit un carbone a 200,8 ppm

impliqué dans une liaison carbonylée.
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Ainsi I’ensemble des données spectrales nous permet d’identifier cette molécule comme un
nouveau dérivé de la huratoxine possédant un hydroxyle en 2’, une insaturation entre les C-3’

et C-4’ ainsi qu’une cétone en 5’ (Figure 30).

Figure 30: Structure plane de la molécule D1. D

Notre interprétation des ions diagnostiques obtenus en fragmentation MS/MS était donc
erronée. En effet, la molécule D1. D posséde une chaine orthoestérifiée et un époxyde sur le
cycle B comme la huratoxine, contrairement a notre hypothése d’une chaine estérifiée comme

la prohuratoxine.

Il semblerait donc que I’ion a m/z 379 puisse aussi provenir d’une coupure partielle du
dioxolane de I’orthoester. La chaine latérale serait ainsi coupée mais 1'un des oxygenes
impliqués dans 1’orthoester resterait sur le noyau daphnane pour ce fragment, qui ne peut donc

pas étre considéré comme diagnostique des D1 esters.
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V. Conclusion et perspectives

Ce travail avait donc pour objectif de réaliser une investigation phytochimique des
daphnanes contenus dans le latex de H. crepitans L. dans le but de découvrir de nouvelles

molécules activatrices de PKC pour le traitement du cancer colorectal.

La déréplication d’une fraction enrichie en daphnanes mono estérifiés nous a permis de
confirmer la présence de daphnanes déja identifiés précédemment par Manon Trinel, mais aussi
de mettre en évidence des nouveaux daphnanes mono estérifiés. Des propositions structurales
ont pu étre proposées, cependant des données complémentaires de fragmentation seront
nécessaires afin de confirmer ces hypothéses. Lors de ces travaux trois daphnanes mono
estérifiés connus et un daphnane mono estérifié¢ original ont pu étre isolés. H. crepitans L. est
donc une plante possédant un fort potentiel d’originalité au niveau de sa composition chimique.
De plus, des résultats biologiques préliminaires obtenus par Manon Trinel nous laissent penser
que ces molécules possédent des activités biologiques intéressantes dans le cadre des thérapies
anticancéreuses. En effet, des mécanismes d’actions anti prolifératifs originaux sur des lignées
cellulaires de cancer colorectal ont été mis en avant pour la huratoxine. L’isolement d’analogues
structuraux de la huratoxine afin de déterminer leurs activités biologiques et d’établir les
relations structure-activité de cette série de molécules complexes semble donc tres intéressant
sur le plan du développement thérapeutique. En effet, le cancer colorectal est responsable d’un
grand nombre de décés au niveau mondial et les thérapies actuelles ne permettent pas une
diminution de son incidence. L’étude du latex de H. crepitans L., et plus particulierement des
daphnanes mono estérifiés, est donc un axe prometteur dans la découverte de nouveaux
candidats médicaments anticancéreux. Cependant, 1’isolement des composés minoritaires du
latex de H. crepitans L. reste un challenge du fait de la complexité de la composition du latex,
de leur similarité structurale et de la présence de nombreux isoméres. De plus, la mise en avant
d’un possible phénomene de réarrangement de certains DDO en solution pose des questions sur
la stabilité de ces molécules. La mise en place d’un protocole de purification a été une étape
importante de ces travaux afin de faciliter le futur isolement des daphnanes minoritaires, mais
il devra étre optimisé par la suite. Ainsi, une extraction au CO» supercritique suivi d’un lavage
basique des extraits bruts devrait permettre d’obtenir un meilleur rendement d’extraction et
d’éliminer les acides gras du latex des le début du protocole de purification. Une séparation par

CPC des différentes classes de molécules contenues dans I’extrait pourrait ensuite Etre
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envisagée afin d’obtenir des fractions enrichies en daphnanes mono-estérifies, di-estérifiés ou
en cérébrosides en seulement deux étapes.
La mise en place d’un tel protocole est essentielle afin de faciliter la découverte de nouveaux

candidats médicaments issus de produits naturels.
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Annexe I : Proposition d’un schéma de fragmentation pour la molécule D1.C

Exact Mass; 599.3215

Chemical Formula: C;Hg O™
Exact Mass: 635.3426

Exact Mass: 617.3320

-0

TExact Mass: 5813109
Exact Mass: 397.1857

1,0 L0

©
o Exact Mass: 379.1751

‘ -H,0
O‘ Exact Mass: 361.1646

OH

H,0
' Exact Mass: 563.3003

Exact Mass: 343.1540
Exact Mass: 253.1223

'HZO E

=
NS

oM

He/
oH Exact Mass: 5452898

-H,0

Exact Mass: 307.1320 Exact Mass: 325.1434

-H,0 Kels)

OH
il
OH
Exact Mass: 289.1223 Exact Mass: 2971485
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Annexe II : Proposition d’un schéma de fragmentation pour la molécule D1. B

Chemical Formula: Cy,Hs 0,7

Exact Mass: 619.3477
Exact Mass: 637.3582

-H,0
-C14H2 05 :

Exact Mass: 583.3265
Exact Mass: 397.1857

-H,0 -H,0

J
——| Exact Mass: 379.1751
+H

-H,O
‘ - Exact Mass: 361.1646

-H,0

Exact Mass: 565.3160
Exact Mass: 343.1540
Exact Mass: 253.1223

-H,0

Exact Mass: 547.3054

-H,O
Exact Mass: 307.1329 Exact Mass: 325.1434

H,0

OH
[s)
HO
o OH
Exact Mass: 289.1223 Exact Mass: 297.1485
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Annexe III : Arbre de purification de la huratoxine

MT.252.6
m=80g

CLMP : silice normale
Solvants : cyclohexane,
dichlorométhane, méthanol
| Débit =90 mL/min ,P=1,9 bar__|

-

D

issolution avec du
cyclohexane

h J

Surnageant
m=32g

/

ECF1 & ECF13
m = 476,4 mg

Colonne ouverte : silice normale
Solvants : cyclohexane,
dichlorométhane, méthanol

ECF17 & ECF20
m = 2533,1 mg

/

ECFA.1 a ECF63 3
ECFA.59 ECFA.60 ‘ ECFA.61 | | ECFA.62 ECF108
m =223 mg m =59,1 mg

|
\ J
"|||'(
SPE : colonne Strata C18-E,1 g/6 mL | _Ezchg
Solvants : eau, acétonitrile m=ssemg
ECFB.13& ECFB.14 & ECFB.19 et
ECFB.13 ECFB.18 ECFB.20
m=13,2 mg m=2,5mg
I|L J|
[
~
CLHP semi préparative : colonne Luna ECEG
C18,5 pum, 10 x 250 mm , 100 A m =10,4 mg
Débit =3 mL/min , P = 60 bar
Solvants : .eau, acétonitrile
Gradient de 35 minutes
ECFG.1 ECFG.2 ECFG.3=4,7 mg de ECFG.4
m= 3,3 mg m = 0,6 mg Huratoxine & m=1,1mg
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Annexe IV : Arbre de purification du stelleralide J, de la prohuratoxine, de la huratoxine et de

la molécule D1.

Extrait brut du latex de Hura
crepitans
m=280g

CLMP : silicenormale

Solvants: cyclohexane, dichlorométhane,
acétate d'éthyle, méthanol

Debit=30mL/min,PF=12bar

Fractions139= Fraction 10 Fractions11315 = Fractions 16 et 17 Fraction 18
EC33.A = EC33.B EC33.C = EC33.D = EC33.E
m=1fg m=25g m=37g m=121g m=54g
CLMF - silicenormale CLMP : silice normale |
Solvarts: dichlorométhane, Solvants: dichloromeéthang,
acétated'ethyle, méthanol acétate d'éthyle, méthanol
Debit=30mL/min, Débit=30mL/min,
P=1,2 bar | ‘ P=12bar Y,
; -H\ - = - B b Y
( Fractionslad= Fractions7 et8 \ Fractions1a4= Fractions83 12 = |
EC42.A =ECA2.C EC41A EC41.C
m= 75,7 mg m=506,1 mg m=158,2 mg m=103g
Fractions5etb= Fractions9 5 13 Fractions5ag= Fractions 13 etld=
EC42.B =EC42.D ECA1.B EC41.D
m=137g m=363,2 mg m=303,2 mg m=12g )
M "~ / "
l / Pool
EC33.C
m=44g
' ™
ChromatographieFlash:colonne RS BOC1B ec
Solvants : eau, acetonitrile
Gradientde 60 min
A Débit=60 mL/min, P=14 bar )
-,
Fractions 13 8 Fractions 93 12 Fractions 13327 Fractions 28 3 Fractions 7 a111= Fractions 1123132 =
=ECA7.A =EC47.B =EC47.C SE6=EC47.D} ECA7.E ECA7.F
m=31,9mg m=82,6mg m=352,2mg m=322,0mg m=108,4mg m=123,1mg
Fractions 1333151 Fractions 152 5199 Fractions 2005 243 Fractions 2443277 Fractions 2783302 Fractions 3033360
= EC47.G = EC47.H =ECAT.] =EC47.] =ECAT.K =EC47.L
m=172,1mg m=291,7 mg m=156,4 mg m=4250mg m=1247 mg m=342,6mg
[ CLHP zemi préparative : colenne Luna C18, 1 ( CLHP zemi préparative: colonne KinetexG18, |
Sum, 10x 250mm, 100 4 — 5um, 10x 250mm, 100 A
Déhit=3 mL/min, P=53bar CLHF zemi i Débit=3 mL/min, P =130 bar
Eolvants: .eau, acétonitrile préparative: Zolvants: .eau, acétmnitrile
\ Gradientde4dminutes ) colonne Kinetex Gradientde 25 minutes
\ - C18, 5pum, 10x - ~
v 250mm, 100 A
v Débit =3 mL/min, .
Ecﬁ‘?gl E_szgs _E??:;'r‘ P=89bar EC47.E1 EC47.E2
m=£3,23 mg m= /22 mg m=1/,53 mg Snlan_r.:.tlzau, m= 25,0 mg m=12,2 mg
acetonitrle
EC47.G2 EC47.G4 =18,15 mg Gradientde40
| m=552mg de stelleralide) minutes S/ EC4TE3 EC47.E4
" v L] m=13,4 mg m= 16,5 mg
g - -
EC47.41 EC47.J2 EC47.3
m=53,73 mg m = 15,84 mg de prohuratoxine m= 18,65 mg 7 eLap préparative: colonne chirslelB 5 pm, ™
20x 250 mm
ECA7.J5 EC47.14 EC47.16 EC47.07 Débit=20 ml/min, P=% La
m=>5523mg || m=>5,69 mgde prohuratoxine m=23,81 mg m=70,62 mg Solvants:.esu+0,1% HCOOH, acétonitrile +
L 1/ ©,1% HCOOH
o - | Isocratique pendant60minutes
Colonne guverte: silice 15-40 um, -
Solvants: toluéne, acétate d'athyle,
. v
methanal
.. w L
L
o ( EC99.A EC99.B EC99.C
i EC115.A EC115.B EC115.C m=10,%1 m=0,98 m= 3,65 mgde
m =572 mg m="5,57 mg m=2,73 mgde mg mg D1D EC99.G
huratoxine m= 0,85
EC95.D EC99.E ECO9.F mg
EC115.D EC115.F EC115.F EC115.G m=,03 mg de m=10,90 m= 0,88
m=1,05 m=12,89 m=579 mg m=21 DLk mg mg
mg mg .y
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Annexe V : Spectre RMN 'H de la fraction EC115.D

crossay_e_3

EC115_C
H-8"3a 13’
e a If ’ - 7 e / i / /
H-17 et H-19
H-14"
H-20b
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H-20a
H-5 H-10 H-12b
H-12a
H-7
i s o o It i T e I R o T i
g " nO® A = 8 % §BR3I 87 g & q a2 SRt w8 2
o - = S 4 S A Srice|  —=m = - m oo Con fm "
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Annexe VI : Spectre RMN 'H de la fraction EC99.C = composé D1.D

EC99C/11_500b
EC99_C MeOD-D4 1H 3
4000
[
| L
‘ 3500
|
| /
I’ \I‘
[y g — il S [ / ! 3000
2500
H-8 aH-11
H-12 +2000
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k1500
H-14" | 1000
500
H-1 L
H-3' H-4' H-16by 4,
MJL j-l_ M. ol )
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Annexe VII : Spectre RMN 'H de la fraction EC47.J2 = prohuratoxine.

crossay_e_300a.12.fid
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Annexe VIII : Spectre RMN 'H de la fraction EC47.J4 = prohuratoxine.
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Annexe IX : Spectre RMN 'H de la fraction EC47.G4 = stelleralide J.
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Résumé de la thése : Hura crepitans L. est une plante de la famille des Euphorbiaceae présente
notamment dans la forét amazonienne. Son latex est utilisé en médecine traditionnelle pour
diverses indications. L’¢étude de sa composition chimique a révélée trois classes de composés
majoritaires : les daphnanes mono estérifiés, les daphnanes di estérifiés et les cérébrosides. Des
tests biologiques sur des lignées cellulaires de cancer colorectal ont montré une activité
cytostatique portée par les daphnanes mono estérifiés et notamment par la huratoxine. Le cancer
colorectal a été classé, en 2018, au troisieme rang mondial au niveau de la mortalité par cancer
selon ’OMS. 1l est donc intéressant de continuer les investigations sur ces molécules. Des tests
biologiques approfondis réalisé sur la huratoxine ont montré un mécanisme d’action original
impliquant notamment I’activation de la PKC . L’isolement de la huratoxine a donc été réalisé
afin de confirmer cette activité. D’un autre co6té la déréplication d’une fraction enrichie en
daphnanes mono estérifiés a été¢ effectuée permettant de mettre en avant des molécules
originales pour lesquels des propositions structurales ont été réalisées sur la base des spectres
UHPLC-APCI Full MS et MS/MS. Un daphnane mono estérifi¢ original et trois daphnanes
mono estérifiés connus ont été isol¢ et leur élucidation structurale a été réalisé grace aux

spectres RMN 1D et 2D.

MOTS CLES : Euphorbiaceae, Hura crepitans L., Daphnane, Déréplication, UHPLC-MS,
Cancer colorectal
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