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Introduction

Le cancer un probléme de santé publique majeur, c'est pourquoi la recherche de nou-
veaux traitements est un enjeu important, d’autant plus que certains d'entre eux sont devenus
résistants aux chimiothérapies cytotoxiques actuelles. Le développement de ce type de patho-
logie, de méme que ce type de résistance peuvent étre causés par une inhibition de I'apoptose
dans les cellules cancéreuses.

Dans le cadre de la recherche de nouveaux principes actifs, le pble Substances
Naturelles — Plantes de I'Institut de Chimie des Substances Naturelles (ICSN) a mis en place
des collaborations internationales officielles permettant d’élaborer une extractothéque issue
de plantes récoltées dans des zones tropicales. Des criblages sont effectués a partir de ces
extraits, sur plusieurs cibles biologiques liées a 'apoptose. Les extraits ayant une activité sur
I'une de ces cibles sont étudiés en vue d’isoler les molécules responsables de cette activité.

Lors d’un criblage sur une protéine-cible (Bcl-xL) intervenant dans la régulation de I'apo-
ptose, portant sur plus de 1400 extraits issus de 270 plantes de Malaisie, un extrait d'écorce
de Meiogyne cylindrocarpa, entre autres, s'est révélé trés actif. L'etude de cet extrait a conduit
a lisolement de différentes molécules, dont un composé majoritaire qui interagit fortement
avec Bcl-xL : la méiogynine A. La suite de cette étude a permis de mettre en evidence des
analogues de cette molécule. Tous n’ont pas pu encore étre totalement décrits, compte tenu
des faibles quantités isolées.

Le but de ce travail est de mettre en lumiére une nouvelle étude phytochimique sur une
plus grande quantité d’extrait d’écorce de Meiogyne cylindrocarpa. Cette étude vise I'obtention
de quantités suffisantes d'analogues terpéniques minoritaires, leur caractérisation et I'évalua-
tion de leur activité sur la cible biologique Bcl-xL.

Ce mémoire s’articule autour de deux grands axes :

— une étude bibliographique préliminaire portant sur le cancer, I'apoptose et sa régula-
tion, suivie par des données liées a M. cylindrocarpa ;
— un travail effectué au laboratoire retragant I'étude phytochimique de cette plante.
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1. Etudes bibliographiques*

1.1. Cancer et apoptose

1.1.1. Cancer

L’Institut National du Cancer (INCa) définit le cancer de la maniére suivante : il s’agit
d'une maladie provoquée par le développement d'une cellule anormale, conduisant progres-
sivement a une prolifération anarchique de cellules dédifférenciées. Ces cellules forment un
amas d'abord localement, puis dans les tissus avoisinants, enfin a distance de I'organe ou a
débuté le processus. Ainsi, il existe autant de cancers que d’organes pouvant étre touchés.

Le développement de la maladie dépend d’un ensemble de facteurs de risques, externes
pour les uns (tabagisme, qualité de I'alimentation, exposition & des substances toxiques, aux
rayonnements, ou une infection [Papillomavirus, hépatite B ou Helicobacter pylori]), internes
pour les autres (age, hérédité) qui ne doivent pas étre négligés’.

A I'échelle internationale, selon 'Organisation Mondiale de la Santé, « le cancer est
une cause majeure de décés dans le monde », responsable de la mort de 7,6 millions de per-
sonnes en 2008, soit 13 % de la mortalité mondiale?.

D'aprés les derniers chiffres de 2012, il y aurait 355 000 nouveaux cas de cancers en
France métropolitaine, et 150000 décés causés par la maladie. Concernant la période com-
prise entre 1980 et 2012, 'augmentation de lincidence des cancers serait due en partie a
I'accroissement de la population et a son vieillissement. Une exposition plus forte aux facteurs
de risque contribuerait également a I'apparition d'autres cas.

Il faut cependant relever que des progres significatifs ont été accomplis, notamment
grace aux multiples dépistages mis en place par I'administration (cancers du sein, de la pros-
tate, de I'utérus, par ex.). L'incidence de ces cancers a augmenté parallélement aux diagnos-
tics plus nombreux, et la mortalité qui en découle est plus faible dans la mesure ou le dé-
pistage précoce permet une meilleure prise en charge de la maladie. La modification des
habitudes alimentaires ou la diminution de la consommation d’alcool et de tabac ont permis de
réduire significativement la mortalité des cancers de I'estomac, de I'cesophage, et de la sphere
oropharyngee.

Toujours en France, en ce qui concerne d'autres types de cancers, celui du poumon
notamment, on observe une augmentation inquiétante de I'incidence et de la mortalité. Ce
cancer est la premiére cause de mortalité chez 'homme et la deuxiéme chez la femme, aprés
le cancer du sein®.

* |es chiffres composés en exposant et disposés en fin de phrase renvoient a la bibliographie en fin de mémoire
(p. 58-61) qui classe les auteurs dans leur ordre d’'apparition, de 1 & 48.
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Toutes ces données font du cancer un probléme de santé publique majeur, itaque I'étude
de ses mécanismes et la recherche de nouveaux traitements représentent des enjeux impor-
tants.

Dans les pages suivantes, le mécanisme de l'inhibition de I'apoptose, qui conduit a I'ap-
parition de cancers, sera étudié plus particulierement, de méme que les voies de régulation de
ce phénoméne pour tenter de comprendre comment on pourrait agir pour ralentir voire éviter
le développement de tumeurs cancéreuses.

1.1.2. Pathogenése des cancers

Un cancer apparait lorsque I'équilibre est rompu entre les cellules en division et celles
censées mourir, & cause de dommages au niveau du matériel génétique. Cela se produit
lorsqu’il existe une anomalie de la régulation des divisions cellulaires ou bien lorsque les mes-
sages déclenchant I'apoptose ne sont pas regus.

Dans le second cas évoqué, le probléme peut se situer a n'importe quel niveau de la
régulation, induisant une déficience ou un échappement a l'apoptose.

Reduced
expression of @
death signals = Underexpression
o f proapoptotic
Reduced N Overexpression of proap
expression of bj "‘ i g of antiapoptotic proteins
S proteins Grougll Group I
) Bid, Bim, Bax, Bak,
Group | Puma, Bok/Mid
Bel-2, Bel-xL, Noxa,Bad,
Mcl-1, Bel-w, Bmf, Hrk, Bik
Al/BF-{,
BelB/Be2LI0

Expression of
decoy receptor

Impaired receptor without death
. . domain
signaling
pathway

Disrupted balance of
Bcl-2 family of
~ proteins

)

Reduce Increased
Defects/ mutations expression of expression of
in p53 caspases TIAPs
Fig. 1. — Mécanismes contribuant & 'échappement a l'apoptose
et a la pathogenése de cancers®.
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Comme lillustre la figure 1, plusieurs mécanismes peuvent étre mis en cause : une ano-
malie du fonctionnement d’enzymes de 'apoptose, ou au niveau de la voie des récepteurs de
mort, ou alors un déséquilibre entre protéines pro- et anti-apoptotiques, etc.*.

Dans le cadre de ce travail, une focalisation sur la surexpression de protéines anti-
apoptotiques est nécessaire : ce mécanisme implique Bcl-xL, qui inhibe I'apoptose et contribue
a 'apparition ou au développement de cancers.

1.1.3. Apoptose

Le terme d’apoptose est dérivé du grec ancien ammo- (=distant, éloigné), et mTwaoig
(= chute), d'ou apoptosis qui désignait a la chute des feuilles d'arbres en automne. Il définit
de nos jours un phénomeéne naturel actif de mort cellulaire programmée. Elle est nécessaire
a la survie de I'organisme puisqu’elle sert a compenser la prolifération cellulaire, pour assurer
le renouvellement des cellules d’une part, d’autre part a éliminer les cellules endommagées.

Les cellules en cours d’apoptose présentent un aspect particulier : elles sont arrondies et
leur taille réduite. La chromatine se condense et 'ADN se coupe en fragments homogeénes en
nombre de paires de bases, toujours contenus dans le noyau. La composition de la membrane
plasmique change, avec I'externalisation d'un marqueur biochimique (la phosphatidylsérine),
normalement situé dans le feuillet interne. Le bourgeonnement de la membrane plasmique
conduit a la formation de corps apoptotiques : des résidus cellulaires compacts, obtenus a la
suite de condensation du cytoplasme et du noyau. Ces corps apoptotiques sont ensuite re-
connus grace aux modifications biochimiques de la membrane, et phagocytés par des cellules
phagocytaires avoisinantes ou dégrades dans le milieu extracellulaire.

|| faut noter que I'apoptose peut avoir des conséquences pathologiques. En exceés, elle
peut se traduire par des maladies neurodégénératives. Lors d’'une infection virale, une cellule
atteinte peut entrer en apoptose afin d’éviter la phase de réplication du virus, ce qui entraine
une perte massive d'un genre cellulaire. Lorsque I'apoptose est déficiente, elle peut étre res-
ponsable de maladies auto-immunes, puisqu’elle n’élimine pas les lymphocytes reconnaissant
le « soi ». La présence de cellules tumorales dans I'organisme peut également étre I'une des
pathologies causées par ce défaut d’apoptose.

Toutes ces raisons font que I'apoptose est I'un des themes les plus étudiés par les bio-
logistes, qui tentent d’en comprendre les mécanismes, avec comme objectif la connaissance
des causes du développement d'une pathologie ainsi que la/les cible(s) thérapeutique(s) a
visert.

1.1.4. Régulation de 'apoptose

Le phénomene apoptotique, induisant I'autodestruction de la cellule, est finement régule,
pour éviter qu'il ne se déclenche dans les cellules saines alors qu'il doit étre initié dans les
cellules anormales. Des signaux issus du milieu extracellulaire, ou du milieu interne, traduisant
une atteinte a l'intégrité cellulaire peuvent entrer en jeu. Cette régulation repose sur une cas-
cade de différents facteurs et messagers cellulaires, dont I'élément central est la famille des
caspases, des enzymes a la fois régulatrices et effectrices.
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Ces effecteurs peuvent étre activés selon trois voies de signalisation :

—la voie mitochondriale ou intrinseque,

—la voie des récepteurs de mort ou extrinseque,
—enfin, la voie intrinséque du réticulum, moins connue?.

L' objectif de ce travail est I'étude de la régulation de I'apoptose, des caspases aux voies
extrinséque et intrinséque, en insistant sur la famille des protéines Bcl-2, comprenant la cible
privilégiée Bel-xL.

1.1.4.1. Famille des caspases : signalisation et exécution de 'apoptose

Les caspases sont des enzymes-clés dans l'apoptose ; elles sont maintenues inactives
dans les cellules saines par des voies de régulation complexes et interconnectées.

Les caspases (C-asp-ases) sont des cystéine-protéases qui clivent specifiquement leurs
substrats aprés des résidus acide aspartique. Elles sont divisées en deux groupes selon la
fonction qu’elles occupent dans I'organisme :

—celles du groupe | interviennent dans l'inflammation,
—celles du groupe Il jouent un réle majeur dans 'apoptose.

Ce sont ces derniéres qui seront décrites en détail ci-aprés. Chacune des caspases est
spécifique & un type de substrat, et leur action combinée méne a une amplification du signal
pro-apoptotique puis a la formation du corps apoptotique.

1° Caspases initiatrices

Les caspases-2, -8, -9 et -10 constituent la classe des caspases initiatrices : lorsqu’elles
sont activées, elles clivent les procaspases (précurseurs des caspases) effectrices, et de-
clenchent ainsi leur dimérisation qui rend ces derniéres actives. L'activation des caspases
initiatrices passe par la formation d’'un complexe avec des protéines issues de I'une des voies
de signalisation de 'apoptose (fig. 2).

La caspase-2 (fléche violette) est activée par le PIDDsome (p-53 Induced protein with
Death Domain) de la voie intrinséque, la caspase-8 (fleche verte), par le DISC (Death Indu-
cing Signaling Complex) de la voie extrinséque alors que la caspase-9 (fléche orange) est
activée par I'apoptosome, issu de la mitochondrie.

De plus, certaines caspases (-2 et -8, par ex.) sont capables de s'autoactiver, conduisant
ainsi a une cascade enzymatique qui amplifie le phénomene apoptotique.

2° Caspases effectrices

Cette classe de caspases comprend les caspases-3, -6 et -7. Sous la forme de dimeres,
leur action protéolytique permet I'activation de DNAses qui dégradent 'ADN en fragments de
taille homogéne et l'inhibition d’enzymes réparatrices de I'ADN. Ces caspases clivent aussi
les protéines responsables de la morphologie de la cellule, notamment les lamines et les pro-
téines du cytosquelette cellulaire.
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Intrinsic apoptosis

~ DNA damage Extrinsic apoptosis

~ ROS v Death receptor ligands
v Stress response

[
caspase-B

Bax/Bak ; N ]
Cell survival
e & ~—»| Apoplosis |
caspase-3 , i
caspase-6
caspase-7

Fig. 2. — Voies de signalisation agissant sur les caspases initiatrices®.

Dans la mesure oU toutes ces enzymes dépendent de différents moyens de régulation,
si 'une d’entre elles est inefficace ou se trouve en quantité insuffisante, d'autres mecanismes
ou des voies de signalisation alternatives peuvent compenser ces anomalies, permettant d'as-
surer la réalisation compléte de I'apoptose®.

1.1.4.2. Voie extrinséque

La voie extrinséque permet la transmission du signal apoptotique de I'extérieur vers
I'intérieur de la cellule. Elle est initiée par la liaison de messagers extracellulaires de I'apop-
tose sur des récepteurs transmembranaires spécifiques, récepteurs de mort. lls possedent
un « domaine de mort » intracellulaire, conservé parmi ces différents récepteurs et capable
d'activer des messagers intracellulaires. La voie extrinséque est donc aussi appelée « voie
des récepteurs de mort ».
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Les messagers extracellulaires, ligands proapoptotiques, sont les suivants :
— Tumor Necrosis Factor a (TNFa),

— Apoptosis Stimulating Fragment-Ligand (FAS-L)

— TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand (TRAIL).

Ces ligands sont des analogues solubles de protéines transmembranaires, retrouvés
dans le milieu extracellulaire. Soit la partie extra-cytoplasmique de la protéine transmembra-

naire est clivée, soit ils sont issus d'un épissage alternatif lors de la traduction.

Le domaine de mort correspond a une portion de la partie C-terminale, constituée de
six hélices a. Il est dépourvu d’activité enzymatique bien qu'il permette le recrutement de
protéines possédant un domaine homologue dans le cytoplasme pour la formation d’hétero-

oligoméres.

Il existe plusieurs types de récepteurs, selon le ligand qui I'active : un récepteur au TNF

(TNF-R1), le récepteur FAS et les deux récepteurs de TRAIL : DR4 et DRS.

L'interaction entre le ligand et le récepteur ne peut avoir lieu que lorsqu'ils se présentent
tous deux sous la forme de trimeres. Cependant, le degré d’oligomérisation du récepteur qui

permet la transduction du signal est encore débattu.

TRAIL
ou FasL

Pioeo

N
' TRAIL-R1/2
.’ ot Fas
AT RS

Membrane plasmique

= TN

@1&\

XI caspases effectrices

l
APOPTOSE

procaspase-8

up — \L
caspasc-8 Bq

-

procaspase-2

Fig. 3. — Schéma de la voie extrinséque®.
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Aprés I'activation des récepteurs de mort, des protéines adaptatrices inactives sont re-
crutées par le domaine de mort (DD [Death Domain], en rouge sur la figure 3). Apres leur
fixation, elles interagissent avec des procaspases et I'association de I'ensemble forme un
Death Inducing Signaling Complex (DISC) (fig. 4). Il est nécessaire au clivage de procaspases
effectrices en caspases activées et déclenche ainsi la cascade enzymatique de I'apoptose.

Dans I'exemple du récepteur FAS, la protéine
adaptatrice est une protéine FAS Associated Death
Domain (FADD) qui présente un domaine effecteur
de mort (DED [Death Effector Domain] en bleu sur la
figure 3) dans la région N-terminale, capable de recru-
ter a son tour la procaspase-8. Au sein du complexe
DISC, le rapprochement de ces procaspases permet
leur activation.

_ DIsc

Caspase-8

La suite de la voie de signalisation dépend du type <~ dimer

de cellule dans lequel le processus est déclenche :

— s’agissant d'une cellule de type | (thymocytes),
la cascade des caspases est directement activée par la
caspase-8 ;

Fig. 4. — Structure du DISC’.

— s'agissant d’une cellule de type Il (hépatocyte, par ex.), la caspase-8 clive une pro-
téine Bid (BH3 interacting death domain agonist) et libére le fragment C-terminal t-Bid qui agit
sur la mitochondrie, entrainant ainsi la poursuite de 'apoptose.

L'activation de la voie extrinséque est contrélée par les protéines c-Flip (Fadd-like ICE
inhibitory proteins). La famille c-Flip comprend plusieurs isoformes ayant en commun des mo-
tifs DED leur permettant d’entrer en compétition avec la procaspase-8 lors de la formation du
DISC, conduisant a une action inhibitrice sur I'apoptose® 2 1°.

1.1.4.3. Voie intrinséque de I'apoptose : voie mitochondriale

La mitochondrie est 'organite dans lequel la voie des récepteurs de mort rejoint la voie
intrinséque de 'apoptose, au moins dans les cellules de type Il.

La régulation de 'apoptose passe aussi par une autre voie de signalisation, interne a la
cellule. Elle se manifeste notamment au niveau des mitochondries et différents messagers la
controlent : le facteur de transcription p-53, des molécules inhibitrices et les protéines de la
famille Bcl-2.

1° Facteur de transcription p-53

Sous I'effet de dommages causés a la cellule (anomalie du matériel génétique, activa-
tion d’oncogénes, hypoxie ou choc thermique), les protéines p-53, facteurs de transcription
nucléaires, induisent la transcription de nombreux génes dont la réponse conduit soit a larrét
du cycle cellulaire, soit a I'apoptose.
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Les protéines p-53, « gardiennes du génome », proviennent du géne suppresseur de
tumeur p-53, I'expression de ce gene inhibant le développement tumoral. Dans une cellule
saine, la protéine p-53 libre existe en trés petite quantité : elle est majoritairement liée a une
autre protéine, Mdm2 (Murine double minute 2), qui favorise sa degradation.

Dans le cas d'une altération de 'ADN, due a une exposition & des radiations ou une
substance toxique par exemple, plusieurs mécanismes contribuent a l'accroissement de la
quantité de p-53 libre présente dans la cellule.

L'altération du génome induit I'activation de kinases, comme I'ATM (Ataxia telangiectasia
mutated) provoquant la dissociation de p-53 et de Mdm?2 en phosphorylant les protéines p-53 ;
elle participe ainsi a l'augmentation de la quantité de protéine libre. De plus, la phosphorylation
de p-53 améliore sa stabilité.

Un second mécanisme impliquant I'activation de la transcription du locus ARF (Alterna-
tive Reading Frame) du locus INK4a conduit & la synthese de protéine p14 ARF, qui peut se fixer
sur Mdm?2 et en favorise la dégradation.

Lorsque la protéine p-53 est en taux suffisant dans la cellule endommagée, le cycle cel-
lulaire est bloqué jusqu’a la réparation des anomalies génétiques. Si cette réparation n'est pas
possible, p-53 induit I'apoptose en augmentant la transcription de protéines pro-apoptotiques
de la famille Bcl-2, comme Bax et Bak, et en diminuant celle de protéines anti-apoptotiques,
de la méme famille : Bol-2 et Bcl-xL, par exemple’*%.

2° Etape mitochondriale

Les mitochondries contiennent des molécules solubles qui, lorsqu’elles quittent 'espace
intermembranaire, induisent 'apoptose. L'étape mitochondriale consiste en 'augmentation de
la perméabilité de la double membrane permettant la diffusion de ces molécules solubles de-
puis l'intérieur des mitochondries vers le cytoplasme. Cette perméabilisation s'accompagne
d'une perturbation du potentiel de membrane mitochondrial et de la fuite de protéines de
faible poids moléculaire ; elle constitue le point de non-retour de I'apoptose, et passe sous le
contréle de différentes protéines de la famille Bcl-2, activatrices ou inhibitrices.

Le cytochrome C, encadré en bleu sur la figure 6, est I'une de ces molécules : dans une
cellule saine, il joue un réle important dans la chaine respiratoire mitochondriale, permettant a
la cellule d’emmagasiner de I'énergie sous forme d'ATP. Au cours de I'apoptose, lorsqu'il est
relargué depuis 'espace intermembranaire jusque dans
le cytoplasme, il s’'associe a une protéine adaptatrice
Apaf-1 (Apoptosis Protease-Activating Factor-1). Cette
interaction induit I'oligomérisation d’Apaf-1 et permet la
fixation de la caspase-9 sur I'oligomére par le biais de
domaines spécifiques.

Ainsi un complexe est formé, I'apoptosome (fig. 5,
ellipse bleu fonceé fig. 6); c’est au coeur de ce complexe
que la caspase-9 est activée et peut, a son tour, initier
I'activité des caspases effectrices, notamment les cas- .
pases-3 et -7. Fig. 5. — Apoptosome’.

Cytochromec —7~
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Fig. 6. — Focalisation sur les molécules solubles relarguées par la mitochondrie au cours de I'apoptose®.

Deux autres molécules solubles sont libérées par les mitochondries au cours de I'apop-
tose. |l s'agit de la protéine Smac/Diablo (Second Mitochondria-derived Activator of Caspases/
Direct IAP-Binding protein with Low pl, fig. 6, encadré vert), et d’'une sérine protéase, Htra2.
Elles ont la capacité d'inhiber les IAP (Inhibitors of Apoptotic Proteins) constitutionnellement
liées aux caspases pour éviter leur activation. Les protéines Smac/Diablo et Htra2 (codée par
le géne HTRA\) favorisent donc I'activation des caspases par le cytochrome C.

Citons également la flavoprotéine Aif (Apoptosis Inducing Factor) et 'endonucléase
G (endo G) (fig. 6, encadré violet) : ces protéines, lorsqu'elles sont relarguées dans le
cytoplasme, migrent vers le noyau et interviennent dans les modifications de la chromatine
observées au cours de I'apoptose. Aif induit la fragmentation de '’ADN et son action conjointe
avec 'endonucléase conduit a la condensation de la chromatine. Ces deux protéines sont des
effecteurs de 'apoptose indépendants des caspases®.

’arrét de I'activité normale de la mitochondrie implique aussi I'accumulation et la diffu-
sion de radicaux libres oxygénés pouvant endommager les structures cellulaires, parmi les-
quelles 'ADN. Cela peut contribuer a amplifier I'activation de la voie intrinséque.

3° Inhibiteurs naturels de la voie intrinseque

Les IAP (Inhibitors of Apoptotic Proteins) sont une famille de protéines découvertes chez
Baculovirus, et possédant des domaines d'une taille de 70 & 80 acides amines, les BIR (Bacu-
lovirus IAP Repeat). Ces domaines sont essentiels pour assurer la liaison entre les IAP et les
caspases et leur inhibition. Ces protéines peuvent a leur tour étre inhibées par Smac/Diablo et
la sérine protéase Htra2.
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Outre les IAP, des protéines-chaperons, les HSP (Heat Shock Proteins) controlent la
voie intrinséque. HSP27 se fixe sur le cytochrome C cytosolique, nuisant a la formation de
I'apoptosome. HSP90 inhibe la protéine adaptatrice Apaf-1 et HSP70 présente la particularité
d'agir a la fois sur Apaf-1 et sur la flavoprotéine AIF®.

1.1.4.4. Protéines de la famille Bcl-2

Parmi les nombreux messagers de la voie mitochondriale, considérons la famille des
protéines Bcl-2. Ce sont elles qui régulent la perméabilité de la double membrane de la mito-
chondrie lors de I'apoptose.

Il a été observé que le géne Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) est surexprimé lors de lym-
phomes humains a cellules B. Cette surexpression inhibe 'apoptose ; elle ne se traduit pas
par une augmentation de la croissance cellulaire, mais par un accroissement de la survie
des cellules tumorales. La protéine Bcl-2 issue de la traduction de ce géne est qualifiée
d’antiapoptotique™.

|| existe des génes apparentés au géne Bcl-2. lls présentent des homologies de se-
quence BH (Bcl-2 Homology domain) entre eux. lls codent pour différentes protéines, pre-
sentant ces domaines BH. Chacun est caractérisé par un enchainement d’hélices a (fig. 7A),
responsable de la structure et de la fonction de ces protéines de la famille Bcl-2. 'extrémité
C-terminale est hydrophobe et permet leur ancrage dans une membrane.

Fig. 7. — Bcl-2.
A. Structure secondaire ; B. Structure tertiaire™

La structure tridimensionnelle de ces protéines est la suivante : deux hélices a centrales,
majoritairement hydrophobes sont entourees de six ou sept autres hélices a plutét amphi-
philes et de longueurs différentes. Elles forment une poche hydrophobe (fig. 7B) ot differents
ligands peuvent se fixer.
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Parmi cette famille, certaines protéines vont favoriser I'apoptose. Ce sont les protéines
proapoptotiques Bax et Bak, qui comprennent plusieurs domaines d'’homologie, alors que
d'autres, telles que Bid ou Noxa ne contiennent que le domaine BH3 : ce sont les BH3-only.
En ce qui concerne les protéines qui inhibent 'apoptose, les protéines antiapoptotiques (Bcl-2,
Bel-xL, par ex.), elles sont caractérisées par la présence des domaines d’homologie BH1
a BH4.

ANTI-APOPTOTIC
BH4 —BH3] JBH1 e BH2 |d TH
: i I L i
(Bel-2. Bal-%,, Mcl-1, Bel-W, BA-1, Ecl-B)

BRO-APOPTCTIC
Multl-Domzin: fEH.'? E ‘IBM {7 BHZ =t - TH
(Bex, Bak, Bok)
: . Bl rorty
BH3-Cnly: BHJ * T
(Eld, Blm, Puma, Bad, Moxa.
Hrk, Bik, Brof, Bol-G, Splke}
Fig. 8. — Classification des protéines de la famille Bcl-2

selon leurs domaines d’homologie'®.

Ces protéines jouent un réle majeur dans la perméabilisation de la membrane externe
des mitochondries et la régulation de ce mécanisme.

Lorsque I'apoptose est déclenchée par la voie extrinséque, la protéine proapoptotique
BH3-only Bid, est clivée en t-Bid. Ce fragment active les protéines proapoptotiques Bax et
Bak et provogue des changements conformationnels (fig. 9). Bak existe sous forme de mo-
nomeére dans I'espace intermembranaire, tandis que Bax se présente dans le cytoplasme ou

Hydrophobic
groove

Recruitment of other
caspase activation Bax molecules

Apoplogenic factors

Fig. 9. — Activation et oligomérisation de protéines pro-apoptotiques, exemple de Bax'.
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ancré a 'extérieur de la membrane externe mitochondriale (MEM). Tous deux s'insérent dans
cette membrane lorsqu'ils sont activés, conduisant a I'homo-oligomérisation de ces protéines.
L'extrémité C-terminale d’'un monomére se détache de la MEM et se fixe dans la poche hydro-
phobe du monomeére voisin, liberant lextrémité N-terminale de chacun des monomeres. Des
pores transmembranaires sont ainsi formés, permettant la diffusion des molécules solubles
intermembranaires vers le cytoplasme.

La régulation de la perméabilité de la membrane mitochondriale dépend du reste de la
famille Bcl-2. En effet, les protéines BH3-only favorisent la formation de ces pores, par l'acti-
vation directe de Bak et Bax, ou par une sensibilisation au signal proapoptotique. Au contraire,
elle est inhibée par les protéines antiapoptotiques telles Bcl-2 et Bel-xL. Cette inhibition passe
par une hétérodimérisation avec les protéines pro-apoptotiques, grace aux domaines d’homo-
logie qu'ils partagent. Ces dimeres mixtes sont anti-apoptotiques.

L’équilibre entre les formes pro- et antiapoptotiques dépend du rapport des guantités de
dimeres inhibiteurs (anti/pro) et des dimeres activateurs (pro/pro). L'apoptose se déclenche
lorsque la quantité de dimeres proapoptotiques devient plus importante ; dans le cas contraire,
la cellule survit (fig. 10).

survie de la cellule apoptose

Bz protéines antiapoptotiques

] protéines proapoptotiquaii

Fig. 10. — Equilibre entre les proteines anti- et proapoptotiques.

La voie intrinséque tend a modifier cet équilibre en faveur de 'apoptose, en augmentant
la quantité de protéines proapoptotiques et en réduisant celle des antiapoptotiques. La pro-
téine p-53 induit la transcription des protéines proapoptotiques Bax et Bak, et parallelement
inhibe celle des protéines antiapoptotiques Bcl-2 et Bel-xL.

Parmi la famille Bcl-2, Bel-xL (B cell lymphoma extra large) est la cible des travaux
réalisés. Elle existe en grande quantité entre les deux membranes mitochondriales. C’est
la premiére protéine de cette famille dont la structure a été étudiée, a la fois par RMN et par
cristallographie.
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Le coeur de la structure est constitué des
hélices a5 et a6, de caractere hydrophobe. Elles BH2
sont flanquées d’un coté par les hélices a3 et a4,
et de l'autre par a1 et a2 (fig. 11). La particularité
structurale de Bcl-xL est de posséder une longue ' BH3
boucle entre les hélices a1l et a2, qui corres- BH1 | . ‘
pond a la région ou la variabilité de la séquence
des acides aminés est la plus grande parmi les
membres de la famille Bcl-2. Des travaux ont ten- o4
té de montrer que cette boucle ne serait pas im-
pliguée dans l'activité antiapoptotique, mais plu-
t6t dans la régulation négative de la fonction de

ol

BH4 |

Bcl-xL. D’un point de vue tridimensionnel, les do- - \J/Q
maines BH1, BH2 et BH3 définissent le haut d'une
poche hydrophobe, dont le fond est constitué par Fig. 11. — Structure tridimensionnelle
les hélices a3 et a4. Des études RMN sur le di- de Bel-xL™
. ] (la boucle entre a1 et a2
mére Bcl-xL/Bak ont montré que cette poche est n'est pas représentée pour plus de clarté).

le site d’interaction de cette protéine”'?1°.

Ces grandes familles de protéines sont interconnectées selon un schéma complexe de
signalisations et de transductions du signal, jusqu’a ce qu’un seuil de non-retour soit atteint et
méne a la destruction compléte de la cellule.

1.1.5. Inhibiteurs des protéines Bcl-2

La lutte contre le cancer peut étre menée selon différentes stratégies. Celle qui vise a
rétablir 'apoptose, en inhibant les protéines antiapoptotiques de la famille Bcl-2, est décrite
ci-apres.

Les premiers inhibiteurs mis au point et dont le brevet a été déposé en 1998, sont des
oligonucléotides'®. Plusieurs molécules inhibitrices de Bcl-2 font 'objet d’'un brevet et sont ac-
tuellement en essais cliniques.

Un classement des brevets déposés dans ce domaine regroupe les inhibiteurs de prote-
ines Bcl-2 en trois catégories :

— les peptides mimant des BH3-only, comme 'ABT-737,
— les molécules non-peptidiques paninhibitrices, c’est-a-dire non selectives,
— les molécules non-peptidiques inhibitrices sélectives'’.

Les peptides représentent une stratégie prometteuse dans les traitements des can-
cers provoqués par une déficience ou une inhibition de protéines BH3-only ; elle consiste
a imiter la structure de ces protéines. L'étude par' RMN de l'interaction entre les proteé-
ines-cibles et leur ligand au moment de leur fixation, a permis de mettre au point des
peptides inhibiteurs de Bcl-2, comme I'ABT-737 1. La cible de ce traitement est la poche
hydrophobe de Bcl-xL. Les protéines Bcl-2 et Bcl-w sont inhibées de méme, du fait de leur
homologie avec Bcl-xL'®.
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Les molécules non peptidiques sont dérivées de substances naturelles, telles que le
gossypol 2 isolé de Gossypium sp., le coton. Une autre de ces molécules, I'Obatoclax® 3
est un analogue de structure d’un composé tri-pyrrole isolé de Serratia marcescens, une
bactérie'”.

\\ OH OH #
NH HO OH
NN 00 POwed
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HN 5
cl

Il existe d'autres molécules naturelles capables d’interagir avec les protéines de la fa-
mille de Bcl-2, dont I'acide bétulinique 4, un triterpéne capable d’induire I'apoptose par une
augmentation de Bax pro-apoptotique et une diminution de I'expression de Bcl-2.

Cependant ce ne sont pas ses seules cibles pouvant entrainer 'apoptose : une inhibition
des topo-isomérases | a également été reportée, impliguant I'apparition de dommages au ni-
veau de 'ADN, déclenchant la voie intrinséque de I'apoptose™.

D’autres agissent sur la protéine Bcl-xL, a l'instar de I'incednine 5. Elle a été décou-
verte dans une souche de Streptomyces, grace a un bioguidage réalisé a partir de cellules
de cancer du poumon a petites cellules Ms-1, surexprimant Bcl-xL en présence de traitement
anticancéreux. Si elle permet de surmonter des résistances aux traitements cytotoxiques, en
revanche elle est inactive sur les cellules tumorales administrée seule. L'inhibition de Bel-xL
induite par I'incednine n'est pas due a une fixation de cette molécule a la surface de la poche
de Bcl-xL, mais sur un autre site de la protéine®.

1.1.6. Protéines Bcl-2 et résistances aux chimiothérapies anticancéreuses

La sensibilité des tumeurs aux traitements cytotoxiques est différente selon le type de
cancer, et il se peut que se développe une résistance a ces thérapeutiques causée par plu-
sieurs mécanismes (fig. 12).
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Fig. 12. — Principaux mécanismes de résistance celiulaire aux agents anticancéreux®.

Le mécanisme d’inhibition de I'apoptose chimio-induite dépend de différents facteurs,
dont les protéines antiapoptotiques font partie. En effet, les cellules tumorales surexpriment
des inhibiteurs de I'apoptose, comme Bcl-xL.

La rechute d’'un cancer s’accompagne d'une diminution du ratio entre la quantité de di-
méres proapoptotiques (Bax, Bak) et celle de dimeres antiapoptotiques (Bcl-2, Bel-xL)*'. Par
conséquent, I'association d'un inhibiteur de ces protéines avec les traitements cytotoxiques
habituels pourrait limiter les phénoménes d’'échappement au traitement et les rechutes de
cancer.

Cela a été démontré dans le cas de lymphomes a cellules B, traités par le rituximab : la
surexpression de Bcl-xL entraine une résistance a I'apoptose induite par le traitement. L'asso-
ciation du rituximab avec 'ABT-737, un inhibiteur de cette protéine anti-apoptotique, permet
de corriger cette difficulté 22.
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1.2. La plante Meiogyne cylindrocarpa Burck

1.2.1. Données phylogéniques et botaniques

La famille botanique des Annonaceae appartient a la sous-classe des Magnolidae et a
I'ordre des Magnoliales, ce qui en fait une angiosperme primitive.

Régne Plantae
Division Magnoliphyta
Classe Magnolipsidae

Sous-classe Magnolidae

Ordre Magnoliales
Famille Annonaceae
Genre Meiogyne®

Fig. 13. — Meiogyne cylindrocarpa Burck.

Cette vaste famille comprend plus de 2 440 espéces distribuées dans 120 genres
environ, morphologiquement homogénes, avec des caracteres archaiques et présentant
la méme répartition géographique. Ce sont des arbres, arbustes ou lianes ligneuses qui
peuplent les foréts tropicales ou subtropicales. lis sont facilement reconnaissables a leur
écorce aromatique, leurs feuilles simples alternes et leurs fleurs trimeres souvent parfu-
mées, regroupées par deux, trois ou quatre en inflorescences. L'organisation interne des
fleurs est a I'origine d’une division en deux sous-familles : celle des Monodoroideae (/so-
Jona et Monodora) se caractérise par des piéces femelles soudées entre elles, contraire-
ment a celle des Annonoideae (Annona, Uvaria, Polyaltha, Meiogyne) ou ces organes sont
libres?*.

Meiogyne est proche sur le plan phylogénétique des genres Uvaria et Fissistigma. |l est
originaire d’Asie tropicale et comprend des arbres et arbustes persistants, aux feuilles carac-
térisées par leurs veines transversales proéminentes. Les fleurs sont solitaires ou groupées
par deux ou trois en inflorescences axillaires. I comprend au moins quatorze espéces dont
Meiogyne cylindrocarpa Burck (synonymes : Mitrephora cylindrocarpa Burck et Polyaulax cy-
lindrocarpa Backer?), que I'on rencontre @ Sumatra, Java, Bornéo jusqu’en Nouvelle Guinée,
la cote ouest du Pacifique et le nord de I'Australie®.
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1.2.2. Données phytochimiques sur le genre Meiogyne et les genres apparentés

La famille des Annonacées, dont est issu OH OH 0
le genre Meiogyne, est connue pour la grande o
diversité chimigue de ses métabolites secon- O
daires : plusieurs voies biosynthétiques sont a
I'origine des composés découverts. Ainsi, la O
voie des polyacétates permet de biosynthétiser
des acétogénines, dont la narumicine | 6 isolée OH 6

d’Uvaria narum? . L'association avec la voie des
shikimates donne des flavonoides, telle la pinocembrine 7 et des proanthocyanidines, comme
la procyanidine B-1 8.

HO

Les alcaloides sont fortement représentés, avec différents types de structures dérivees
de la tyrosine ou de la phénylalanine : des isoquinoléines simples (salsolinol 9), des benzyl-
tétrahydroisoquinoléines (BTHIQ) dont la plus répandue est la réticuline 10, des bis-BTHIQ
(chondrofoline 11), des analogues de la protoberbérine (coreximine 12), enfin des aporphi-
noides parmi lesquels I'anonaine 13 est la plus frequemment citée.

g ne
49 10»
HO NH HO NS
we o0
0]
11)» _N
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Quant aux métabolites d’origine terpénique, ils comprennent des monoterpenes, dont
le chamaneéne 14 issu d’Uvaria Chamae, des sesquiterpenes (B-caryophyllene 15), des di-
terpénes [(-)-kauran-16a-ol 16], et des triterpénes, tel le polycarpol 17, considéré comme un
marqueur chimiotaxonomique de la famille des Annonacées?.

14 15 16

A4

S &

Peu de données phytochimiques existent actuellement sur le genre Meiogyne stricto
sensu.

A partir d’un extrait d'écorce de M. virgata de Malaisie, il a ét¢ mis en évidence la
présence de divers alcaloides, dont une nouvelle azafluoréne, la kinabaline 18 mais aussi
des structures de type azaanthraquinone comme la cléistopholine 19 et aporphinique, dont
I'oxoaporphine 20%,

= ~ HO
- O AN / N
O—
° ()
~18 OH 19 20

L'étude d’un extrait d’écorce de Meiogyne bailloni, issu de Nouvelle-Calédonie, conduite
a I'ICSN, a confirmé la présence d'alcaloides aporphiniques mais aussi de dérivés aristolac-
tames, déja connus dans les genres phylogénétiquement proches de Meiogyne (données non
publiées).

D’autres travaux, menés sur un extrait d’écorce de Meiogyne cylindrocarpa, de Malaisie,
ont permis d'isoler des ényne-y-lactones, comme la sapranthine G' 21 et des énediyne-y-
lactones, la sapranthine A 222 ainsi que des diméres de sesquiterpénes®. lls seront decrits
plus loin dans ce mémoire.

07N 21 o 22

De plus, un examen des données publiées, prenant en compte les synonymes de Meio-
gyne met en évidence plusieurs metabolites.

Le genre Polyaulax ne posséde qu’'une seule espéce décrite, P. cylindrocarpa, le syno-
nyme de M. cylindrocarpa®.
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Le genre Mitrephora contient davantage d’espéces : le site Internet The plant list en
dénombre quatre-vingts mais indique que pour la plupart le statut de I'espéce est inconnu. |l
se peut que des synonymies n'aient pas encore été établies?. Divers types de métabolites
secondaires ont été décrits dans ce genre, oti I'on fait mention de lignanes et derives de la
voie shikimique®'#2% de polyacétate acides et esters, ainsi que des acétogénines®2** mais
également d’alcaloides, majoritairement de type aporphinique®'**3%7 ou azafluoréne®.

En ce qui concerne les terpénes, un sesquiterpénoide a éte isolé chez M. maingayi, le
spathulénol 23, un second, la thorelinine 24, extrait de M. thorellif.

23 24)»

Plusieurs diterpénes, représentés par différents squelettes, sont connus : kaurane ou
ent-kaurane, (acide (-)-16-hydroxykaurén-19-oique 25)%, pimarane et dérivés, (acide (+)-pi-
marique 26)*', ent-trachylobane/trachylobane (mitréphorone A 27)%, et clérodane, tel 'acide
6a,16,18-trinydroxycléroda-(3-4)-(13-14)-dién-15,16-olide 28%°,

“COOH “COOH

Afin d’élargir ces données, compte tenu de la proximité phylogénique des genres Meio-
gyne, Uvaria et Fissistigma, il est intéressant de se pencher plus spécifiquement sur les méta-
bolites isolés a partir de plantes de ces deux derniers genres.

D’aprés Lebeeuf, le genre Uvaria contient différents types de composés : acétogeénines,
flavonoides, alcaloides de type bis-benzyltétrahydroisoquinoléine ou deérivés d’aporphine,
ainsi que des triterpénes, ou oligoméres de terpénoides™.

Quant au genre Fissistigma, il y est démontré la présence de divers composés : aristo-
lactames et aporphines chez F. oldhamii*, dérivés de phénanthréne et dihydrochalcones*’,
mais aussi des composés mixtes sesquiterpene et flavonoide, les fissistigmatines*.
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Du bilan de cette étude bibliographique, il ressort que la diversité chimique au sein des
métabolites secondaires des genres Meiogyne et apparentés est vaste. Cependant, plusieurs
familles de composés sont partagées par les plantes étudiées, comme les alcaloides apor-
phiniques et les terpénes. Pourtant, des particularités existent : par exemple, la production de
diméres d’unités sesquiterpénes qui semble réservée a M. cylindrocarpa.

1.2.3. Travaux antérieurs sur Meiogyne cylindrocarpa

La recherche d’inhibiteurs de la protéine antiapoptotique Bcl-xL a conduit a I'étude de
Pextrait d’écorce de Meiogyne cylindrocarpa. L'extrait, fractionné par bioguidage, a mené a la
purification de deux composés de formule brute C, H,,O, : la méiogynine A 29 et son épimere
sur la position 1, la méiogynine B 30. Leur origine est terpénique : il s’agit d’un dimere de ses-

quiterpenes, formant un bicycle cis-décaline.

La méiogynine A 29 présente plusieurs centres d’asymetrie portés par les carbones 1R,
53, 7S, 10S et 1”S et son pouvoir rotatoire [a,] est de -281 (0,12 CH,CI,) **.

9'COOH 9'COOH

Une hypothése de biosynthése de la méiogynine A a été formulée (fig. 14). Deux unites
sesquiterpéne de type zingibéréne et bisabolane subissent une cyclo-addition [2-4] de Diels-Alder.
La premiére présente une fonction diénophile alors que la seconde possede un triene (en violet).

H w
N\ :: : :: an =
I
3 X HOOC

: COOH

7 Msiogynine A 7
7 éiogynine —

Unité zingibéréne

Unité bisabolane
COOH COOH

Fig. 14. — Hypothése biosynthétique de la méiogynine A.
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L’addition endo des deux unités est majoritaire, ce qui indiquerait un contréle de la se-
lectivité faciale, probablement a cause de la présence de la chaine latérale du diénophile : le
triéne aurait une approche en anti. Ces hypothéses ont été confirmées lors de la synthese
totale de la méiogynine A, de méme que sa configuration absolue®.

Une voie de biosynthése des unités sesquiterpéniques est proposée figure 15.

Hypothése de la biosynthése de I'unité bisabolane

PPO N\ 4 2 \i
Farnésylpyrophosphate . X SN
/ / \)
pp </ -
[Ox]~ INADPHI COOH COOH
Biosynthése de l'unité zingibéréne*
Z - >
PPO OPP (IOXI
Farnésylpyrophosphate \%\}
Hl OPP
H
P —_—— SN 3-7
pPO_ | Z 7 ® 7
Z / N l
X
X
HOOC
Fig. 15. — Hypothése de biosynthése des unités sesquiterpéniques de la méiogynine A.

Pour la sous-unité bisabolane, le précurseur farnésyl-pyrophosphate se cyclise pour
former un cyclohexéne et est oxydé a proximité de la double liaison. Le proton en a du carbo-
cation est attaqué par une base, ce qui permet de rétablir la neutralite électrique du composeé.
Le méthyle que porte ce cycle est oxydé en acide carboxylique et sa double liaison est réduite.

Quant a l'unité zingibéréne, elle se cyclise consécutivement a une substitution nucléophile.
La charge positive migre du carbone 7 au carbone 3, et est neutralisée par I'attaque d’'une base
sur le proton en a, permettant d’obtenir un cyclohexanediéne, formant le diénophile. Une oxyda-
tion sur le méthyle du cycle apporte une fonction acide carboxylique & la molécule.

D’un point de vue biologique, la méiogynine A possede une activité intéressante dans
la régulation de I'apoptose, concernant notamment la protéine Bcl-xL, avec une concentration
inhibitrice Cl,, = 2,9 uM*. Par ailleurs, e gossypol agit sur cette cible avec une Cl_, = 0,42 pM
et 'Obatoclax® a une Cl,, égale 34,7 yM'". Des études de modélisation moléculaire sur l'inter-
action entre la méiogynine A et Bcl-xL ont permis de guider la synthése d’analogues vers des
inhibiteurs plus actifs de cette protéine.

La recherche d’analogues naturels de la méiogynine permettra de compléter la série
existante et d’approfondir les relations de structure — activité sur la protéine-cible.
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2. Matériels et méthodes

2.1. Matériel végétal

Le lot KL 4405 d’écorce de Meiogyne cylindrocarpa étudié a été récolté dans une
forét de Malaisie, a Mersing, Johore, le 20 sept.1994. La plante a été identifiee par le D"
J. A. Kessler (Leiden). Une part d’herbier a été déposée a I'Herbarium du Forest Research
Institute et a 'Herbarium National des Pays-Bas, Leiden (réf. KL-4405).

2.2. Extraction

L'extrait a été réalisé a partir de 670 g d’écorce broyée de Meiogyne cylindrocarpa, sur
un appareil Zippertex®, dans les conditions suivantes : 3 x 4 litres d’AcOEt, cycle de 1 h 30 a
40 °C et 100 bars.

Afin d'éviter des interférences lors de tests biologiques, une filtration sur gel de polya-
mide a été effectuée, pour éliminer les tanins, souvent responsables de faux positifs par pre-
cipitation des protéines.

2.3.  Fractionnement de I'extrait

2.3.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Il s’agit d’une technique chromatographique d’adsorption : les molécules déposées sont
adsorbées sur une phase stationnaire et y sont éluées par une phase mobile.

Plusieurs supports peuvent servir de phase stationnaire : silice, silice greffee par des
radicaux C18, gel de polyamide...

Les solvants d’élution choisis sont souvent un mélange de solvants pour obtenir des
caractéristiques de polarité ou d’'apolarité globales satisfaisantes pour la migration des solutés
déposés.

Des CCM sont réalisées sur des plaques de silice 60 F254 Merck® de 0,25 mm
d'épaisseur pour controler les extraits et fractions aprés chaque étape de purification.
Elles sont révélées d’abord par exposition a de la lumiére UV a 254 nm (extinction de
fluorescence) et a 366 nm (fluorescence), puis par pulvérisation de vanilline sulfurique
suivie de chauffage.

La vanilline sulfurique est un révélateur universel qui présente la particularité de colorer
les terpénes en bleu®. Les analogues de la méiogynine sont de nature terpénique : la colo-
ration en bleu de taches sur les CCM donnerait une indication sur la présence de composes
d'intérét dans les fractions étudiées.
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2.3.2. Chromatographie Flash

La chromatographie flash est une technique de chromatographie d'adsorption sur silice
qui permet de séparer des composés en fonction de leur affinité pour ce matériau. Les sol-
vants utilisés ont une force ionique croissante, allant de trés apolaire a tres polaire. Les com-
posés apolaires sont élués les premiers hors de la colonne par la phase mobile, alors que les
composés polaires sont élués les derniers. Une pompe reliée au systeme maintient une pres-
sion constante en amont de la colonne, permettant de séparer des composés qui n'auraient
pu I'étre a pression atmospheérique.

Le fractionnement de 'extrait a été réalisé sur un appareil Combiflash® en phase nor-
male, sur colonne de silice Chromabond® 120 g a partir de 30 g (2 x 15 g) d'extrait brut filtre.
La phase mobile est constituée d’'un mélange d’Hept/AcOEt/MeOH en gradient (tabl. 1), a un
débit de 85 ml/min. Le mélange de solvants élué est recueilli dans des tubes a essais grace a
un collecteur automatique.

Tableau 1. Composition de la phase mobile, chromatographie flash du fractionnement.

% Heptane % Acétate d'éthyle % Méthanol Temps cumulés (min)
80 20 0 0
80 20 0 7
70 30 0 11,5
70 30 0 16
50 50 0 50
50 50 0 57

0 100 0 80
0 100 0 87
0 95 5 110
0 95 5 117
0 50 50 138

2.3.3 Chromatographie liquide haute performance (CLHP)

Il s’agit d’une technique de séparation des molécules d’un mélange par difference d'affi-
nité entre une phase mobile, le solvant d’élution, et une phase stationnaire contenue dans une
colonne. Une pompe est installée en amont de la colonne pour assurer un débit de solvant
d’élution, tandis qu’un détecteur est disposé en aval de la colonne pour traduire I'arrivee d'une
molécule par un pic sur le chromatogramme.
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Différents parameétres augmentent les performances par rapport a une chromatographie
flash : la faible granulométrie de la phase stationnaire, la pression a l'intérieur de la colonne et
le seuil de détection de ce systéme, qui est plus bas.

Les profils chromatographiques des fractions ont été réalisés sur une chaine CLHP Wa-
ters™ Alliance®, équipée de deux systémes de détection : un détecteur ultra-violet visible a
barrettes de diodes (Waters 2489) et un détecteur évaporatif a diffusion de lumiére (DEDL)
(Waters 2424). ’avantage que présente le détecteur a barrettes de diodes est de fournir, pour
chaque composé élué, une simulation de spectre UV. Cette information peut permettre de le
rattacher a une famille de molécules de fagon certaine. Le DEDL a un seuil de détection plus
bas que le détecteur UV.

La colonne analytique employée est une colonne Sunfire® ( 4,6 x 2560 mm), avec une
phase stationnaire greffée en C18 (5 ym de diametre). La phase mobile est un mélange
ACN/H,O acidifié par 0,1 % AF, en gradient de 60 % d'acétonitrile a 100 % sur 35 min.

2.3.4. Evaluation de I'activité biologique

Afin de pouvoir concentrer les efforts de recherche sur les fractions qui peuvent contenir
des inhibiteurs de Bcl-xL, leur activité biologique a été évaluée. Seules celles dont 'activité est
remarquable sont étudiées. C’est le principe du bioguidage.

Des essais permettent de connaitre le pourcentage d'inhibition d’un extrait, d'une frac-
tion ou d’'un composé par rapport a la protéine antiapoptotique Bcl-xL. Pour évaluer cette
activité, un test biologique reposant sur la polarisation de fluorescence, a été mis au point au
laboratoire (ICSN) d’aprés les travaux de Guo*.

Une petite molécule fluorescente en solution est animée de mouvements de rotations ra-
pides. Lorsqu’elle est excitée, la fluorescence est émise dans toutes les directions de I'espace.
C’est le cas du peptide marqué a la fluoresceine du test.

Une molécule fluorescente de taille plus conséquente aura une rotation plus lente, ce
qui implique que sa fluorescence n'est émise que dans une seule direction : elle est polarisee.
C’est ce qui se produit lorsque le peptide fluorescent se fixe sur Bel-xL.

La compétition entre I'inhibiteur potentiel et le peptide marqué modifie la proportion
de peptide libre, et ainsi les propriétés de fluorescence de la solution. La polarisation de
fluorescence (FP) est évaluée grace aux mesures de l'intensité émise dans le méme plan
de I'excitation (I//) et de celle émise dans le plan perpendiculaire (1.1), selon I'équation
suivante :

H7—11

FP=———
[//+1L
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La protéine (produite a 'lCSN) est mise en solution a 100 nM, le peptide marque (pep-
tide a fagon, produit et purifié par Polypeptide) a 15 nM. Les fractions sont évaluées a 10 ug/
ml alors que les produits purs le sont a 10 mM dans le DMSO 8 %. La réaction se fait dans un
milieu tamponné (tampon phosphate a pH 7,4).

Deux types de résultats sont obtenus grace aux valeurs d'intensité de polarisation de
fluorescence (FP) :

(FP échantillon—FP blanc)
— pourcentage d’inhibition (% inh) = X 100
(FP ligand WT 10-*—FP blanc)

— Cl,, déterminée graphiquement a partir des pourcentages d’inhibition d'une gamme
de concentrations en échantillon a tester.

2.3.5. Criblage structure-guidé

Le criblage « structure-guidé » vise a connaitre les fractions ol les probabilités de trou-
ver des composés d'intérét sont élevées, grace a la spectrométrie de masse, méthode de
détermination de masses atomiques ou moléculaires.

En spectrométrie de masse, 'échantillon de produit a analyser est soumis a une source
d'ionisation : les ions ainsi produits sont exposés a un champ électrique et/ou magnétique qui
les dévie selon leur rapport m/z dans I'analyseur. En outre, on peut aussi chercher a fragmen-
ter les ions dans une chambre de collision : il s’agit alors de spectrométrie de masse en tan-
dem (MS/MS). Le traitement du signal donne un spectre de masse sur lequel sont reportées
les abondances des ions formés en fonction de leur rapport m/z croissant.

En ce qui concerne la méiogynine A, un fragment issu d'une réaction de rétro-Diels-Alder
(RDA) correspondant & la partie sud de la structure (en rouge, fig. 16), a eté constamment ob-
servé sur les spectres de masse de tous les analogues de la méiogynine déja isolés a I'lCSN.
On peut raisonnablement penser qu'il est caractéristique de cette famille de composés. Nous
en concluons que s'il est détecté dans une fraction, elle contient probablement un analogue
de la méiogynine A.

' 3 '\/\)\
K NN
N "\/\)\ |
\@ .-\~ Chemical Formula: C;5Hz,02?
= \/~

e COOH Exact Mass: 234,16
~F COOH
RDA
COOH
COOH
Chemical Formula: CgoHy404 Chemical Formula: Cy5Hz00,
Exact Mass: 468,32 Exact Mass: 234,16
Fig. 16. — Fragmentation de la méiogynine A :

réaction de Rétro-Diels-Alder (RDA).
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Ce criblage, effectué en chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse
en tandem (LC-MS2), été réalisé en deux étapes : I'étude du fragment de rétro-Diels-Alder

(RDA) et celle de I'extrait brut.

L'étude du fragment RDA a partir de la méiogynine A (1 mg/ml) a nécessité I'emploi d’un
appareil de chromatographie liquide ultra-haute pression (UPLC) Waters™ Acquity®, couplé a

un spectrométre de masse Acquity TDQ® triple quadrupdle, ainsi qu'a un détecteur UV-visible
et DEDL, en mode « Parent scan » ou « Precursor lon Scan » qui met en évidence la masse

de 'ion moléculaire d'ou est issu le fragment RDA.

Ce fragment présente plusieurs formes (fig. 17) :
— [RDA+2Na-H]" a m/z 279,07 en ionisation positive (spectre du haut);

— [RDA-H] a m/z 233,08 en ionisation négative (spectre du bas).

WeiogynineA CHECI2- 150 1412104372385 T 14.74-15.18 AV: 3 NL:8.05E4
F + G ES| Full ms2 513 208c435.60 [140.00-2000601
21907
80000
EC000]
2
£ 40000 31937
£ ]
20000 . {
] 27.04 3‘5;9—2] 147 3330 T 18722 44451 485,03 512.77
Iy L il == = [ s P PRI | |
[ T T T T T T T T T T T T T I T T T T T T T T T I T T T T | ¥ T T T T T T T
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Fig. 17. — Spectre de masse de la méiogynine A (fragmentation ESI).

Un manque de sensibilité sur I'’Acquity TDQ® implique le changement de type d'appareil
pour rechercher ce fragment issu d’analogues de méiogynine minoritaires dans extrait. Sur
un spectrométre de masse de type Orbitrap®, la fragmentation en mode négatif conduit a un

ion différent : [RDA-H+Na] a m/z 257,15.
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Pour I'extrait brut (1 mg/ml), I'étude a été réalisée a I'aide d’un appareil HLPC Waters™
couplé avec I'Orbitrap®. Une liste de rapports m/z pouvant correspondre a des analogues de
la méiogynine est établie en prenant en compte les données disponibles sur ces molécules
(tabl. 2).

Tableau 2. Récapitulatif des données sur les analogues de la méiogynine a connus.

Type Formule M [M-H] | [M+Na-2H] | [M+Na]'
de meéiogynine brute am/z am/z am/z
A/B C,H,.O, 468,32 | 467,31 489,3 491,31
Mono-hydroxylation C,H,,O; 484,32 | 483,30 505,29 507,31

Cette liste permet de cibler les molécules a fragmenter car I'Orbitrap® ne permet pas
de travailler en Parent scan. Grace au systéeme chromatographique (colonne C18 Waters™
Sunfire® 150 x 4,6 mm, 5 um, ACN/H,O + 0,1 % AF de 80:20 a 100:0 pendant 25 min, puis
palier de 24 min a 250 pl/min) en amont du spectromeétre de masse, un temps de rétention est
associé a chaque ion parent puis comparé aux temps de rétentions des pics des chromato-
grammes obtenus par CLHP analytique des fractions.

2.4. Purifications

2.4.1. Flash chromatographie

L'appareil utilisé est le méme que pour le fractionnement. Les colonnes ont une phase
stationnaire de silice Grace®. Différentes tailles de colonne et phases mobiles sont employées
selon les fractions a purifier en phase normale.

A. Purification de 8,7 g de fraction 2-2 par le gradient suivant (tabl. 3), sur une colonne de
80 g. Le débit est de 60 ml/min.

Tableau 3. Composition de la phase mobile A

% Heptane % Acétate d'éthyle % Méthanol Temps cumulés (min)
80 20 0 0
70 30 0 30
0 100 0 40
0 100 0 46
0 80 20 55
0 80 20 58
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B. Purification de 2,2 g de fraction 2-3 sur une colonne de 24 g, en gradient, avec un débit de
30 ml/min, (tabl. 4).

Tableau 4. Composition de la phase mobile B

% Méthanol % Dichlorométhane Temps cumulés (min)
0 100 0
5 95 40
5 95 50
10 90 63
50 50 70

C. Purification de 1,1 g de fraction 15-2, en gradient (tabl. 5), sur le méme type de colonne et
le méme débit que précédemment.

Tableau 5. Composition de la phase mobile C

% Méthanol CHEI%\?L%EGQQ:‘! Temps cumulés (min)
0 100 0
0 100 25
5 95 33
5 95 46
10 90 50
10 90 55

2.4.2. Précipitation

La précipitation repose sur le principe suivant : un solide peut étre insoluble dans un

solvant a froid, mais soluble dans ce méme solvant & chaud. Lorsqu'il est dissous a chaud, le
refroidissement permet la formation de particules du solide de départ. La recristallisation en
est un cas particulier, nécessitant un refroidissement tres lent.

Cette propriété de précipitation peut étre mise en application en vue de séparer les
constituants d’'un mélange simple, ou de diminuer la quantité d'un composé trés majoritaire
dans une fraction.

Sur 1,8 g de fraction 8-2, 20 ml d’acetonitrile sont introduits & chaud. Apres refroidis-
sement a température ambiante, le précipité obtenu est filtré sur coton hydrophile et lave
3 l'acétonitrile froid. Le filtrat est retravaillé de la méme fagon deux fois. La derniere etape
implique une centrifugation (centrifugeuse Toutlemonde® a vitesse moyenne, 10 min) pour
séparer efficacement la phase solide de la phase liquide.
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2.4.3. Chromatographie sur colonne

La chromatographie sur colonne (CC) est une chromatographie d’adsorption : les com-
posés d’un mélange interagissent avec la phase stationnaire de silice et une phase mobile de
force ionique croissante en phase normale. Les composés sont élués du plus apolaire au plus
polaire.

Une colonne de gel de silice Merck™, avec une granulométrie fine (6-35 um) en phase
normale est employée pour purifier 264 mg de précipité 10-1 (diamétre colonne : 20 mm) puis
1,7 g de filtrat 10-2 (25 mm), sous une pression de 400 mbar. La phase mobile, par paliers de 3
volumes colonne (respectivement 135 ml et 140 mi) est décrite dans le tableau 6. Le mélange
de solvant élué est recueilli dans des tubes a essais grace a un collecteur automatique.

Tableau 6. Composition de la phase mobile de la CC.

% Dichlorométhane % Méthanol
100 0
99,5 0,5
99 1
98 2
97 3
96 4
95 5

2.4.4. CLHP préparative

La CLHP préparative repose sur le méme principe de que celui d’'une CLHP analytique, a
la différence prés que 'éluat est récupéré de fagon a séparer les composants du mélange étudie.

La purification de la fraction 16-5 (200 mg) a été réalisée par cette technique sur
une chaine chromatographique Waters™ Autopurif®. La colonne choisie est une Sunfire®
préparative (C18, 250 x 19 mm, 10 pm). La phase mobile isocratique est un meélange
MeOH/ACN/H,O 10:55:35 acidifies par 0,1 % d'acide trifluoroacétique, a un débit de
17 ml/min. La collecte a été effectuée sur des tubes, grace a un collecteur semi-automatique
en mode manuel.

2.4.5. Chromatographie sur couche épaisse (CCE)

Cette technique a le méme principe qu’'une CCM, c'est-a-dire de separer les composes
d'un mélange. De plus, elle permet de déposer de plus grandes quantités de solute et aussi de
pouvoir récupérer les produits séparés. Il suffit de gratter la phase stationnaire aprés migration
et révélation des composés de la plaque.
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La CCE est mise en ceuvre pour purifier les fractions 19-3 (14,8 mg) et 19-5 (26,5 mg),
sur plaque de silice 60 F254 (Merck®) avec 1 mm d’épaisseur. Les phases mobiles sont res-
pectivement Hept/AcOEt 1:1 +0,1 % AF et CH,Cl,/MeOH 95:5 +0,1 % AF. Une triple migration
permet de focaliser les bandes. Elles sont révélées aux UV si possible, ou par la vanilline
sulfurique sur une marge de la plaque. Aprés grattage des bandes tiles, les composés sont
élués a lacétone par filtration sous vide sur Buchner. Les solutions contenant les molécules
d'intérét sont ensuite séchées.

2.4.6. Chromatographie en phase supercritique (CPS)

La chromatographie en phase supercritique (CPS) repose sur le méme principe chro-
matographique que la CLHP en phase normale, a ceci prés que la phase mobile utilisee est
un fluide a I'état supercritique, c'est-a-dire dans des conditions de température et de pression
au-dela du point critique C (fig. 18, encadré vert).

P et
AT E supercriﬁque
80 8 w :
= Cy
S
v
18
&
60
- |
»
40
S
20 —
y‘ température (°C)
0 i J L) I 1 Ll
'&Q /‘:Q N ‘)Q
4
S solide V vapeur,
L liquide C point critique
Fig. 18. — Diagramme d'équilibre des phases.

Les fluides supercritiques offrent des propriétés différentes que les phases mobiles li-
quides : ils ont une viscosité proche de celle des gaz, une masse volumique équivalente a
celle des liquides et un pouvoir de solvatation proche de celui des solvants organiques peu
polaires. A titre d’exemple, on peut comparer le CO, supercritique a du benzéne du point de
vue chromatographique, avec des conditions d'utilisation plus sécurisantes puisqu'il n'est ni
toxique, ni polluant, ni inflammable*’. Le risque encouru par I'utilisateur serait une anoxie pro-
voquée par une fuite du CO,, stocké sous forme de gaz, dans un local fermé.

Les purifications par CPS ont été réalisées sur un appareil Waters™ SFC-Thar Investigator®,
muni d’un détecteur UV Waters™. La colonne utilisée a pour phase stationnaire de la silice greffée
par de la 2-éthylpyridine (19 x 150 mm, 5 pm). La pression est stabilisée a 150 bars de CO,,
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Conditions A pour la fraction 16-4 (72,7 mg): température du four a colonne a 40 °C,
cosolvant : éthanol en gradient de 22 a 30 % sur 8 min.

Conditions B pour la fraction 27-6 (12,6 mg) : température a 25 °C et cosolvant
MeOH/EtOH 1:1 en isocratique a 18 %.

2 5. Elucidation structurale

Déterminer la structure d’une molécule demande plusieurs analyses. En complément de
la spectrométrie de masse et de la RMN, les spectres infrarouge et UV apportent des informa-
tions sur les fonctions chimiques que porte la molécule étudiée, et le pouvoir rotatoire permet
de connaitre la configuration absolue de la structure. Ces derniers renseignements n'ont pas

pu étre obtenus lors de nos travaux, ce qui explique que seules la spectrométrie de masse et
la RMN sont détaillees.

2.5.1. Spectrométrie de Masse Haute Résolution par Electro-lonisation

La source d'ionisation utilisée permet de conserver I'ion moléculaire intact et de connaitre
ainsi la masse du composé étudié. La haute résolution est obtenue grace a l'analyseur a
temps de vol (Time of Flight ToF) et donne une grande précision sur la masse du compose,
permettant de calculer la formule brute.

Les spectres de masse Haute Résolution par Electro-lonisation sont acquis sur le spec-
trométre de masse ESI-ToF LCT Premier XE Waters™ en ionisation négative et positive, a la

concentration de 50 ng/ml en by-pass, c'est-a-dire directement injectés dans le spectromeétre
de masse.

2.5.2. Spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire

Différentes expérience de RMN ont été nécessaires pour identifier les composés isolés,
comme la RMN du proton (*H) et du carbone (**C), obtenus grace a la détection de l'absorp-
tion d’une radiation électromagnétique de faible énergie par un atome dont le noyau possede
un spin, pour les expériences a une dimension. Des spectres a deux dimensions COrrelation
SpectroscopY (COSY), Heteronuclear Single Quantum Coherence (HSQC), Heteronuclear
Multiple Bound Correlation (HMBC), Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy (NOESY) et
Rotating frame nuclear Overhauser Effect SpectroscopY (ROESY), ont été obtenus grace ala
superposition des données unidimensionnelles.

Les acquisitions ont été réalisées sur des spectrometres Brucker® Advance DPX-300
(RMN & 300 MHz), AMX-500 (RMN a 500 MHz) et AMX-600 (RMN a 600 MHz). Les échantil-
lons & analyser ont été solubilisés dans du chloroforme-d;, du méthanol-d, ou de I'acétone-d.
Les spectres ont été retraités grace au logiciel NMRnotebook® version 2.7.
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3. Résultats et discussion

3.1. Extraction

Les d’écorces de tronc de Meiogyne cylindrocarpa (670 g) ont été broyées et extraites
a 'AcOEt pour obtenir 60 g d’extrait. Le rendement d’extraction est de 9 %. L'étude phyto-
chimique a été conduite sur 30 g de cet extrait.

3.2. Fractionnement, criblages structure et bioguidés

Le fractionnement par flash chromatographie conduit a 'obtention de 13 fractions, avec
un rendement de 100,0 % (tabl. 7).

Tableau 7. Bilan des masses du fractionnement de I'extrait brut.

Fraction 21|22 |23 |24 |25 )|26|27|28]|29 2-10 | 2-11 | 2-12 | 2-13

Masse (g) 1905|8,74(2,22354]2,38]1,93]|3,42 2251016163 |1,42|0,35|0,15

Pour définir les fractions a étudier en priorité, deux critéres sont a prendre en compte : la
détection de la présence d’analogues de la meiogynine, par des methodes spectroscopiques
et/ou une activité sur la cible biologique étudiée Bel-xL.

Lors de 'analyse de I'extrait brut, on relie la présence de ce fragment a un ensemble de

composés a différents temps de rétention. Les t_ainsi obtenus se retrouvent en CLHP dans
les fractions 2-1 a 2-4.

En complément, un criblage biologique est réalisé en paralléle, pour mettre en évidence
Iactivité des fractions sur la protéine antiapoptotique Bcl-xL. Les résultats de ce criblage sont
présentés dans le tableau 8, sous forme de pourcentages d'inhibition (% inh moyens pondérés
par I'écart-type, pour une concentration de 'échantillon a 10 ug/ml ; trame bleue : fraction active).

Tableau 8. Résultats du criblage sur Bel-xL.

Fraction | 05 | 26 | 27 | 2-8 | 2.9 |2-10| 2-11 | 2-12| 213

16 1 7 2 -1 0 ~1 -1 0
1 1

+18 |16 |+2,2|+1,0{%1,1]£0,5|x1,1|£05|=

Marie MARTIN de LASSALLE | Faculé de Pharmacie | Septembre 2013
Droits ¢'auteur réserves



Un seuil de 20% a été fixe : |l correspond a la valeur du pourcentage d'inhibition du

peptide naturel de Bel-xL

fractions sont considérées comme actives.

pondéré par la valeur de deux écarts-types. Au-dela de ce seuil, les

Le recoupement des résultats de ces deux criblages permet de sélectionner les fractions

2.1 a 2-4, actives et contenant probablement des analogues d
la plus active sur Bel-xL, a été étudié

3.3. Purifications

e la méiogynine. La fraction 2-2,
e en priorité compte tenu de sa masse importante.

Lors des travaux réalisés a I'lCSN, seules les fractions 2-2 et 2-3 ont pu étre étudiées.

La figure 19 reprend les differentes étapes des purifications effectuées

Ecorce de tronc de
Meiogyne cylindrocarpa
m=670g

Extraction Zippertex

Extrait AcOER
m= 60 g, rdt = 9%
BelxL - K=10,8

Flash chromatographie (30 g)

I =
Fraction 2-2 Fraction 2-3
m=8,7¢ m=2.29
BelxL - 41£1,3 ) )
Sinh Belxl - 2240,8 %inh
Flash chromatographie A Flash chromatographie B
Fraction 8-2 Fracfion 15-2
m=1,.8g m=13¢
BelxL - 6323 Belxl - 2b+2.9
%inh Seinh

Flash chromatographie G

Fraction 10-1 Fraction 10-2 Fraction 16-4 Fraction 16-5
Précipité Sumageant m= 264,4 mg m=426,8 mg
m=2724mg m=17g Bel-xL : 28431 Bel-xl ; 35£2,7
%inh %%irth
cC
f ] CPS A (72,5 mg) HPLC (200 mg)
Composé 31 Méiogynine A 29 - ”
m=0,8 mg m= 142,1 mg Fraction 27-6 Fraction 19-5
Belxl : 69224 Bol-xL : 68+1,8 m= 13,9 mg m=47.5mg_
sLinh Yirh BelxL - 411,89
CPS B %inh
- 5 GCE 26,5 mg)
Composé 32 | Composés 33 et 34 =
m=2,1 mg m=1,5mg Corjapqae 35
m=0,1mg
vl -2 5
Bel-xL : inactif Bel-xL : inactifs Bel oy 3042,5
Yainh

Fig. 19. — Schéma des purifications des fractions 2-2 et 2-3.
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3.3.1. Fraction 2-2

Une chromatographie flash, entreprise sur silice avec la phase mobile A. a permis d'ob-
tenir six fractions (tab. 9), avec un rendement de 87,2 %.

Tableau 9. Bilan des masses de la chromatographie flash de la fraction 2-2.

Fractions 8-1 8-3 8-4 8-5 8-6
Masse (mg) 981,7 4089,2 470,3 165,6 66,9
BC‘.—XL 21+3,3 36+2,6 30+2.5 32+1,5 21+3,6
(% inh)

Le profil CCM de la fraction 8-2 montre un composant majoritaire, lequel, révélé en bleu
par la vanilline sulfurique, est peut-étre un analogue de méiogynine assez apolaire. De plus,
son activité sur Bel-xL est relativement importante.

Une réaction de précipitation permet d’obtenir un précipité blanc, dont le spectre 'H RMN
met en évidence deux composés principaux.

La purification du précipité par chromatographie sur colonne de silice conduit a I'obten-
tion de quatre fractions (tabl. 10), avec un rendement de 99%.

Tableau 10. Bilan des masses de la CC du précipité.

Fractions 17-1 17-2 17-3 17-4
Masse (mg) 22,8 93,9 1421 472

La fraction 17-3 correspond au composé 29. Aprés dégraissage, la fraction 17-1 donne
0,8 mg du composé 31.

La méme chromatographie sur colonne employée sur le surnageant permettrait d’obtenir
davantage de composé 29, moyennant quelques purifications.
3.3.2. Fraction 2-3

Une chromatographie flash sur silice est entreprise avec la phase mobile B, sur la frac-
tion 2-3 (2,2 g) avec un rendement de 75,4% (tabl. 11).

Tableau 11. Bilan des masses.
Chromatographie flash de la fraction 2-3.

Fractions 15-1
Masse (mQg) 88,8
Bel-xL
(% inh) -3+2,3
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La fraction 15-2, la plus abondante, est soumise a une seconde chromatographie flash

sur silice, avec la phase mobile C. Cinq sous-fractions sont ainsi obtenues, avec un rendement
de 100,0 % (tabl. 12).

Tableau 12. Bilan des masses.
Chromatographie flash de la fraction 15-2.

Fractions 16-1 16-2

Masse (mg) 119,9 124.,8

Bel-xL

% in) 5423 | 11£2,6

Seules les trois dernieres sous-fractions présentent des taches bleues caracteris-

tiques de terpenes en CCM (vanilline sulfurique) et ont une activité remarquable sur la
protéine-cible.

3.3.3. Fraction 16-4

En raison des propriétés de solubilité des analogues de la méiogynine (quasiment
insolubles dans I'eau et 'ACN), la solution qui semble la plus appropriée pour purifier cette
fraction est une CPS semi-préparative (conditions A). Les six premiéres fractions corres-

pondent aux pics collectés, la derniére aux pics minoritaires (tabl. 13). Le rendement est de
98,4%.

Tableau 13. Bilan des masses de ja CPS de la fraction 16-4

Fractions 27-1 27-2 27-3 27-4 27-5 27-7

Masse (mg) 7,03 3,20 3,62 8,61 6,67 28,42

Pour vérifier que ces fractions contiennent des analogues de la méiogynine, un échan-
tillon de chacune est passé en LC-MS. La priorité est donnée a la fraction majoritaire la plus
abondante.

La fraction 27-6, [M+NH,]* @ m/z 502,3 est purifiee par une CPS préparative (condi-
tions B) et donne quatre fractions (tabl. 14). Le rendement est de 50%.

Tableau 14. Bilan des masses de la CPS de la fraction 27-6

Fractions 32-1 32-2 32-3 32-4

Masse (mg) 2,10 0,50 1,53 2,19

La fraction 32-1 correspond au composé 32, tandis que la fraction 32-3 correspond a un
mélange des composés 33 et 34.
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Les autres fractions 27, bien que contenant des analogues de la méiogynine, n'ont pas
pu étre purifiees ; il aurait fallu pour cela, avoir recours a la CLHP préparative, car dans le cas
présent, cette méthode permettant une séparation satisfaisante des composés, sans pour
autant nécessiter de mises au point fastidieuses.

3.3.4. Fraction 16-5

Au premier abord, la technique de CLHP préparative pour purifier la fraction 16-5 ne pa-
rait pas la mieux adaptée. La résolution obtenue avec un gradient acétonitrile/eau acidifie est
intéressante, en revanche la faible solubilité des analogues de la méiogynine dans ce solvant
laisse présager des pertes importantes de produit. Par ailleurs, si la mise en ceuvre d'un gra-
dient méthanol/eau acidifié améliore la solubilité, la séparation des pics chromatographiques
n'est pas exploitable pour la collecte de fractions. |l faut donc envisager un compromis : une
CLHP préparative dont la phase mobile est triple.

A partir de la fraction 16-5, six fractions, correspondant aux pics chromatographigues
collectés, sont obtenues, alors que la fraction 19-7 renferme les composés minoritaires

(tabl.15). Le rendement est de 100,0 %. L'activité des fractions majoritaires est évaluée par
tests biologiques.

Tableau 15.
Bilan des masses de la CLHP préparative de la fraction 16-5.

Fractions 19-1 19-2 19-3 19-4 19-6 19-7

Masse (mg) 9,19 6,35 21,89 4,90 15,93 99,97

Bel-xL (% inh) | 10+2,7 51,7 28+2,2 4122 18+1,6 | Non testé

La fraction 19-5 montre une bonne activité sur Bcl-xL, et la CCM récapitulative de
cette purification révéle deux composés majoritaires colorés en bleu par la vanilline. lls

présentent une différence importante de polarité qui permettrait de les séparer par une
CCE.

Cette technique conduit a trois fractions, dont les deux premiéres sont issues des bandes
correspondant aux composés d'intérét (tabl. 16), avec un rendement de 100 %.

Tableau 16.
Bilan des masses de la CCE de la fraction 19-5
Fractions 21-1 21-2 21-3
Masse (mg) 13,75 3,07 9,68

Aprés purification, la fraction 21-1 donne 0,1 mg de composé 35.
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3 4. Détermination structurale

Dans ce chapitre, chaque composé isolé est étudié. La spectrométrie de masse permet-
tant de déterminer la formule brute, puis l'interprétation des donnees RMN conduit ensuite a la
structure des analogues de la méiogynine A.

Un tableau des déplacements chimiques 0. et 9, pour chaque composé, ainsi qu'une
représentation des corrélations COSY, HMBC, ROESY ou NOESY sur la structure correspon-
dante sont proposés dans les pages qui suivent.
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3.4.1. Méiogynine A

Le spectre de masse HRESIMS montre un ion [M+Nal* a m/z 491,3134 dont on déduit la
formule brute de C,,H,,0,. Ces données ainsi que les spectres 'H et °C RMN, correspondent

exactement a celles de la méiogynine A, déja étudiée a I'lCSN (tabl. 17)%.

Les attributions des déplacements chimiques (5, et3,,) sont représentées sur la figure 20.

157 1937202

1,1971 33 1,63

OH
30,7 30,1 1,26/1,67 1,13/1,77
293 28,7 1.42/1,99 1,50/1,95
429 226
COOH
9' 1822 COOH
Fig. 20. — Déplacements chimiques de la méiogynine A 29 attribués.
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3.4.2. Composé 31

Le spectre de masse HRESIMS montre un ion pseudomoléculaire [M-H] a m/z 465,3007
dont on déduit la formule brute de C, H,,0,. La comparaison avec la formule brute de la méio-

gynine A est en faveur d’une insaturation supplémentaire pour cet analogue.

Les spectres RMN présentent de nombreux sighaux voisins de ceux de la méiogy-
nine A, a quelques différences pres (tabl. 18). On note I'apparition de signaux éthyléniques
3, 130,7 ppm et 5,,7,04 (1H) porté par le carbone 8, 144,0 ppm, et la disparition du signal &
0.42,9 ppm correspondant au carbone 6’de la melogynlneAet d'un CH, cyclique. De plus, un
sngnal a 8, 174,2 ppm apparait au détriment du signal a 5,182,2 ppm.

Ce nouveau signal a 6,182,2 ppm correspondant & un acide fortement blindé, corréle

avec le proton &,7,04 sur le spectre HMBC. Cette double liaison est conjuguée avec ce car-
bonyle.

Le spectre COSY et les corrélations HMBC permettent de construire le squelette de la
molécule et de confirmer la présence d'une double liaison sur le cycle de la partie sud (fig. 21).

Les corrélations ROESY jouent un réle trés important pour déterminer la configuration
du carbone 3 les intensités des signaux des protons a 8, 2,04 et 9, 4,96 sont équivalentes,
ce qui suppose une possible rotation du cycle sur 'axe 2™-3".

Fig. 21. — Composé 31

A : corrélations COSY (tracés gras) et HMBC (fléchage) ;
B : corrélations ROESY.

Le méthyle a &, 1,63 corrélant avec les protons 4’ et 8’ a la fois, comme le proton éthy-
lénique a &, 4,96, lndiquent une rotation libre au niveau de la liaison 2'-3' et n'apportent donc

aucun renselgnement sur la stéréochimie au niveau du carbone 3’ et de la position de la
double liaison (A, 0u Ay ).
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3.4.3. Composé 32

Le spectre de masse HRESIMS montre un ion [M+Na]* a m/z 507,3121 dont on déduit
la formule brute de C, H,,O,. La comparaison avec la formule brute de la méiogynine A sous-

entend que cet analogue de la méiogynine est substitué par un hydroxyle.

Les spectres RMN présentent de nombreux signaux voisins de ceux de la méiogynine
A, a quelques différences pres (tabl. 19). Les signaux 5, 82,8 ppm et &, 8,36 ppm (1H, s, OH)
témoignent de la présence d’'un hydroxyle sur un carbone aliphatique non cyclique. Sur le
spectre HMBC, le carbone &, 82,8 ppm correle avec les methyles 6, 1,28 ppm, ce qui posi-
tionne I’hydroxyle sur le carbone 5”.

On remarque ainsi que les carbones constitutifs de la double liaison de la chaine latérale
du composé 32 sont plus déblindés que ceux de la méiogynine A (5, 130,3 ppm et 5, 136,9
ppm contre 8,124,7 ppm et 8. 131,2 ppm) et portent chacun un proton a §,,5,63 ppm. Les cor-
rélations HMBC entre les protons a 8, 1,28 et le carbone a &, 136,9 ppm ainsi que &, 5,63 ppm
et le carbone a &, 82,8 ppm positionnent la double liaison en 3"-4".

8" 6" (\
. “} L OH . |4 OH
11 2” \\{ 711 N
4
A B

Fig. 22. — Chaine latérale du composé 32

A. : corrélations COSY (tracés gras) et HMBC (fléchage) ;
B : corrélations ROESY

L'évaluation d’'une constante de couplage entre les protons 5, 5,63 ppm grace au spectre
COSY, donne une estimation de J de l'ordre de 15 Hz et indiquerait que les protons de cette
double liaison sont en position frans.

Dans le cas d’'une configuration cis, on s’attendrait a trouver une corrélation entre les
protons des méthyles 6” et 7" et ceux portés par le carbone 2”, ce que I'on n'observe pas dans
notre cas. On suppose donc que cette double liaison est en trans.
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3.4.4. Composés 33 et 34

Le spectre de masse HRESIMS de 33 et 34 montre un ion [M+Na]* a m/z 507,3146
pour chacun de ces composés, dont on déduit la formule brute de C,H,,O,. La comparaison
avec la formule brute de la méiogynine A suppose que ces analogues de la méiogynine sont

monohydroxylés.

Les spectres 'H et 3C RMN mettent en évidence la présence de deux composeés 33 et
34 correspondant & un mélange d’isoméres. L'ensemble des spectres RMN indiquent de nom-
breux signaux voisins de ceux de la méiogynine A, moyennant quelques différences (tabl. 20).

En particulier, on observe deux nouveaux protons éthyléniques a &, 4,93 ppm
(1H, d J=3,2 Hz) et 4,94 ppm (1H, d J=3,2 Hz) portés par un carbone a8,114,4/114,2 ppm,
caractéristique d'un exométhyléne, ainsi que la perte d’'un méthyle. On note également
I'apparition d'un carbone a 8, 90,9/90,8 ppm fortement déblindé, portant le proton a 5,4,1S ppm
(1H, t J=7,1Hz), qui traduit la présence d'un hydroxyle sur ce carbone.

Les corrélations HMBC entre les protons a 5,4,19 et le carbone a o, 114,4/114,2 ainsi
que le proton a 5, 1,65 et le carbone a 5, 90,9/90,8 positionnent I'exométhyléne en 57-6” et
I'hydroxyle sur le carbone 4”. Les composés 33 et 34 correspondent aux deux isomeéres de
I'hydroxyle en position 4”.

Fig. 23. — Chaine latérale ces Composés 33 et 34
A. : corrélations COSY (tracés gras) et HMBC (fléchage) ; B : corrélations ROESY
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3.4.5. Composé 35

Le spectre 'H RMN (300 MHz) montre des déplacements chimiques similaires a ceux
des analogues de la méiogynine, en particulier @ ceux des composés 33 et 34. Cependant,
on note quelques différences : deux signaux déblindés a 6,,4,18 (1H, dd, J=12,0 ; 6,3) et
4,34 (1H, dd, J=12,0 ; 4,1) qui présentent un effet de toit, ainsi qu'un signal a &, 3,60 (3H, s)
qui correspond & un —OCH,, suggérant la méthylation d’un hydroxyle.

Afin de déterminer la nature de la modification de la chaine latérale et la position du
—~OCH, sur celle-ci, 'acquisition d'un spectre de masse et I'enregistrement d’autres spectres
RMN devraient étre effectués prochainement.

3.5. Activité biologique des composés isolés

Le criblage sur la protéine Bcl-xL donne les résultats suivants (tabl. 21), a une concen-
tration de 10 pg/ml.

Tableau 21. Activité biologique des composés isolés

Composés 31 32 33/34 35 Méiogynine

A 29
BelxL | 694049 | inactif | inactifs | 30£2,5% | 68+1,8%
(%inh)

Le composé 31 a une activité sur Bcl-xL comparable a celle de la méiogynine A 29, notre
référence. Les composés hydroxylés 32, 33 et 34 ainsi que le composé 35 sont moins actifs,
voire inactifs. La chaine latérale de la méiogynine A semble donc indispensable & 'interaction
avec Bcl-xL.

En ce qui concerne le composé 31, on peut affirmer que la présence d’une double liaison
au niveau du cycle de la partie sud de la molécule conserve I'activité biologique.

On peut raisonnablement penser que I'hydroxyle porté sur la chaine latérale des com-
posés 32, 33 et 34 s'oppose une interaction correcte de la molécule avec Bel-xL : la polarité
induite par ce groupement ne serait pas compatible avec I'hydrophobie du site de liaison de
cette protéine.

L’activité modérée du composé 35 suggére que I'O-méthylation compense suffisamment
les propriétés électronégatives de I'nydroxyle pour permettre la liaison de cette molécule au
niveau de la poche hydrophobe de la protéine.

3.6. Discussion

3.6.1. Criblage structure-guidé

Les conditions mises en ceuvre pour réaliser ce guidage ne sont pas optimales : le re-
cours a différents spectrométres et différents appareils de chromatographie liquide en amont
n'assure pas une parfaite reproductibilité des résultats.
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Le travail sur I'échantillon de méiogynine A en Parent scan a révéle que la sensibilité
du triple quadrupdle était trop faible pour poursuivre les investigations sur I'extrait brut ; or
les molécules d'intérét sont minoritaires et la réponse obtenue avec I'échantillon @ 1 mg/ml
est limitée. Travailler sur I'Orbitrap® permet de résoudre ce probléme de sensibilité mais en
provoque un autre. En effet, cet analyseur ne permet pas de réaliser de Parent scan : il a fallu
cibler les masses a fragmenter, a partir du tableau 2, mais aussi a partir des masses jugées
intéressantes sur le chromatogramme TIC de 'extrait.

L'idéal aurait été d’'employer un spectrométre de masse triple quadrupdle équipé d’'un
piége a ions, ol le Parent Scan aurait été plus efficace et plus sensible pour donner une
liste exhaustive des ions pseudomoléculaires précurseurs du fragment de RDA. |l aurait aussi
permis de mener toute I'analyse dans les mémes conditions et assurer la reproductibilité des
résultats. Ainsi, le fragment étudié aurait toujours été sous la méme forme alors que le nombre
d’adduits de sodium varie entre celui obtenu dans la source d’ionisation du spectromeétre Ac-
quity TDQ® et celle de I'Orbitrap®.

On peut également débattre de la constance de ce fragment de RDA chez les analogues
de la méiogynine, admise jusqu’a la découverte du composée 31. Ainsi la méconnaissance
d’une famille de composés représente une limite au criblage structure-guide par recherche de
fragments jugés caractéristiques.

3.6.2. Origine de I’O-méthylation du composé 35

Bien qu'il existe dans la nature des composés O-méthylés, I'emploi conjoint de méthanol
et d’acide, lors des derniéres purifications qui conduisent a ce composé, font douter de I'ori-
gine naturelle de son O-méthylation.

Pour vérifier 'hypothése de I'artefact de purification, on compare le t du compose 35 avec
le profil chromatographique d’une fraction d’ou il est issu et qui n'a pas éte mise en contact avec
le méthanol, a savoir la fraction 2-3. Le temps de rétention en CLHP du pic correspondant au
composé 35 est de 27,3 min, alors que rien n'est observé au méme t_sur le chromatogramme
de la fraction 2-3. On en déduit que le OCH, est issu d'un artefact de purification.

Cela fait probléme : le méthanol permet de solubiliser de nombreux analogues de la
méiogynine, or cette capacité est exploitée lors de CLHP préparatives. L'artefact d'isolement
est-il d{ uniquement a la présence de méthanol ou bien nécessite-t-il une catalyse acide ?
S’est-il produit lors de I'évaporation de la fraction conduisant a une concentration croissante
en acide ? La réponse devrait étre obtenue en étudiant un extrait méthanolique d'écorce de M.
cylindrocarpa : si ce composé est retrouvé, on peut en conclure que I'acide n’est pas néces-
saire pour produire cet artefact.

Dans le doute, il est préférable d’éviter d’employer le méthanol et de I'associer avec un
acide. Ainsi, les CLHP envisagées pour purifier les fractions 27-1 a 27-5 auraient éte réalisées
avec une phase mobile triple ACN/MeOH/H,0 sans acide, en gradient de 40:10:50 a 80:20:0,
le méthanol étant nécessaire pour améliorer la solubilité des composés dans la phase mobile.
Une autre solution serait de mettre en ceuvre une technique chromatographique differente,
comme la CPS.
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En effet, la CPS présente I'avantage de resoudre les problémes de solubilité des ana-
logues de la méiogynine. Elle permet de travailler sans acide et avec trés peu, voire sans
méthanol, du fait de la faible proportion de cosolvant mise en jeu ; cela implique aussi une

utilisation raisonnée de solvants, par comparaison a des méthodes trés consommatrices
telle la CLHP.

Cependant, au vu de la complexité de la mise au point de ce type de chromatographie,
elle perd de son intérét pour purifier de petites fractions. Ainsi, pour connaitre les conditions
idéales, il faut prévoir un grand nombre d'injections qui permettront de sélectionner la colonne,
la nature du cosolvant et sa proportion, la température et la pression de méme que ses varia-
tions. Globalement, I'optimisation pour une CLHP préparative est moins fastidieuse et offre un
gain de temps et une économie de la fraction a purifier.

En ce qui concerne les analogues de la méiogynine A, le choix de la CPS ou de la CLHP
ne va pas de soi et est toujours le fruit d’un compromis.

3.6.3. Composé 31 : comparaison avec acide périllique

Cette comparaison a pour but de determiner la configuration du car- H
e » . . . 36
bone 3’ ainsi que la position de la double liaison sur le composé 31. L'acide _
(-)-(S)-périllique 36 est un monoterpéne, dérivé du limonéne qui ressemble a H H

la partie sud du composé 31.

Dans le cadre d’une étude sur les terpénes utiles en santé humaine, il est H
évoqué que I'énantiomere de configuration S de cet acide agit sur la régulation
de I'apoptose, mais par le biais d'un mécanisme différent d’une inhibition de
Bcl-xL, bien que mettant en cause des protéines de la famille Bcl-2.

En effet, l'acide (-)-périllique active la voie de signalisation du TGF-§ (Transforming
Growth Factor B) a laquelle s'ajoute une surexpression des proteines proapoptotiques Bax,
Bak et Bad. L'expression des protéines Bcl-xL et p-53 n'est pas modifiée par ce monoterpéne™.

Les données RMN décrites par Miyazawa* et comparées avec celles du composé 31

ne fournissent pas de réponse quant a la position de la double liaison et la configuration du
carbone 3.

3.6.4. Composé 32 : stéréochimie de la double liaison 3”-4”

Les données dont nous disposons actuellement ne permettent pas de déterminer de
facon sUre la géométrie de cette double liaison. La mesure de la constante de couplage entre
les protons éthyléniques est incertaine, et I'absence de corrélation ROESY entre ces protons
et ceux du voisinage ne constitue pas une preuve absolue. Cependant, ces éléments sont de
bons indices en faveur d’une stéréochimie frans.

La cristallographie confirmerait cette hypothése. Jusqu'a présent, seul un composeé de
synthése ne possédant pas la chaine latérale a pu étre cristallisé. La lipophilie ajoutée par la
chaine latérale rend la cristallisation d’analogues de la méiogynine A plus difficile que celle
déja réalisée. Pour 'heure, les tentatives de cristallisation de la méiogynine se sont révélées
infructueuses.
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3.6.5. Composés 33 et34: configuration du carbone 4”

En 'état actuel des choses, on ne peut connaitre i I'attribution totale des déplacements
chimiques pour chacun de ces composés, ni la configuration du carbone asymétrique 4”.

Une séparation CLHP pourrait étre envisagée afin de mesurer le pouvoir rotatoire de
chacun des composés. Cette donnée pourrait &tre complétée par une étude de dichroisme
circulaire.

- 3.6.6. Importance du spectre d’inhibition

Il arrive que des traitements inhibiteurs de protéines antiapoptotiques de la famille Bcl-2
ne soient pas efficaces & long terme sur tous les types de cancers. C'est le cas pour quelques
inhibiteurs développés par les laboratoires Abbot®.

| a été observé, par exemple, lors de traitement par '’ABT-737, spécifique de trois proté-
ines-cibles (Bcl-2, Bcl-w et Bel-xL), un échappement au traitement. Il s’explique par la surex-
pression d’une autre proteine de cette famille, Mcl-1.

La protéine Mcl-1(Myeloid cell lymphoma sequence 1), posséde une forte affinité avec
des protéines proapoptotiques BH3-only, ce en quoi elle diverge de Bcl-2 et Bel-xL. Cela

peut s’expliquer par des propriétés quelque peu differentes au niveau de la poche hydro-
phobe.

Ainsi TABT-737 n'est efficace que sur les cancers 4 fort taux de Bcl-2 et Bcl-xL et expri-
mant peu Mcl-1, sauf en cas d'association avec un inhibiteur de cette derniere'®.

Les inhibiteurs moins spécifiques, comme le gossypol ou I'Obatoclax®, dont les spectres
d’activités comprennent notamment Mcl-1 n'entrainent pas ce probleme d’échappement'’.

Il serait intéressant de connaitre le spectre d'inhibition de la méiogynine A et ses analo-
gues, afin d’évaluer quels seraient les risques d'échappement in vivo.

3.6.7. Biosynthése des analogues de la méiogynine A

Tous les composeés isolés possedent un cyclohexane dans la partie sud de la molécule,
hormis le composé 31. De plus, lors de la biosynthése de ['unité bisabolane de la méiogynine
A 29, une étape de réduction d’un cyclohexéne intervient (cf. fig. 15, p. 31). Cela suppose que
le composé 31 soit un précurseur de la méiogynine A 29.

Les composés 32-34 présentent des différences par rapport a la méiogynine A 29 au
niveau de leur chaine latérale

— apparition d'un hydroxyle,

— migration d’une double-liaison.
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On peut raisonnablement conclure que ces modifications sont issues d’une époxydation
de la double liaison (A4’-A5’) de la méiogynine A 29, suivie d'une ouverture de I'époxyde par
un acide. Le proton acide peut attaquer I'époxyde de deux fagons, conduisant a deux types
de dérivés : le composé 32 d'une part, les diastéréoisomeres 33 et 34, d'autre part (fig. 24).

© COOH 7
= Réduction : COOH
=
31 29 ,
NADPH” Epoxydation
COOH CooH
OH
: GOOH Ouverture 1 de ['époxyde
32 Ouverture 2 de I'époxyde
COOH COOH
33-34
I COOH |

Fig. 24. — Proposition de la biosynthése des analogues de la méiogynine A.

Marie MARTIM de LASSALLE | Faculté de Pharmacie | Septembre 2013
Droits d'auteur réserves



Conclusion

Le fractionnement de I'extrait ACOEt d'écorce de Meiogyne cylindrocarpa, guidé par un
double criblage biologique et structural a permis d'isoler en grande quantité la méiogynine A,
composé majoritaire déja décrit® ainsi que cing nouveaux analogues de la méiogynine (com-
posés 31-35). L'analyse structurale par spectrométrie de masse et RMN, réalisée sur chacun
des analogues a entrainé leur caractérisation en grande partie. Des incertitudes demeurent

quant a la stéréochimie de certains de ces composés et le compose 35 reste en cours d'iden-
tification.

Des analogues de la méiogynine A (31 et 35), actifs sur la protéine-cible Bel-xL, ont été
isolés sans que toutes les fractions contenant potentiellement ce type de molécules n'aient
sté explorées. L'évaluation de leur Cl,; et le calcul de leur K, donneront la possibilité de les
comparer aux autres molécules actives de la série, qu'elles soient naturelles ou synthétiques.

Uisolement de nouveaux analogues de la méiogynine A pourrait étre conduit par une
poursuite des purifications, notamment une CLHP préparative des fractions 27-1 4 27-5, ainsi

que I'étude de la fraction 2-1, qui n’ont pas pu étre menées au cours des travaux a I'lCSN,
faute de temps.

Enfin, la quantité de méiogynine A isolée contribuera a la synthése d’analogues ou de
dérivés de cette derniére, élaborés d'aprés les études de modélisation et de RMN in proteo en
cours a I'lCSN (ANR ApoMeioA), dans un but d’optimisation de I'activité biologique sur la cible.

Cette famille de composés rétablirait 'apoptose dans les cellules cancéreuses, confor-
mément aux résultats obtenus au cours des tests protéiques. |l restera ultérieurement a éva-

luer la cytotoxicité in vitro et in vivo de ces analogues sur différentes lignées cellulaires can-
céreuses.
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Annexes

1. Données RMN du composé 31

2. Données RMN du compose 32

3 Données RMN du mélange de composés 32 et 34
4. Données RMN du composé 35
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Annexe 1. Données RMN du composé 31
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Annexe 2. Données RMN du composé 32
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Annexe 3. Données RMN du mélange de composés 32 et 34
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Marie MARTIN de LASSALLE

influence de métabolites de Meiogyne cylindrocarpa
dans la régulation de I'apoptose

Résumeé

Meiogyne cylindrocarpa, une Annonaceae du Sud-Est de 'Asie et du Nord de 'Australie, a été
sélectionnée dans le cadre d’une recherche sur de nouveaux traitements anticancéreux. Les
métabolites biosynthétisés par cette plante se sont révélés actifs sur l'apoptose. lls inhibent
la protéine antiapoptotique Bel-xL, ce qui permettrait de rétablir I'apoptose déficiente dans les
cellules cancéreuses.

Linvestigation phytochimique de I'extrait AcOEt des écorces de cette plante a conduit a l'iso-
lement de six diméres de sesquiterpénes, dont un est connu : la méiogynine A, ainsi que cing
nouveaux analogues de ce composé. L'évaluation de leur activité biologique montre qgu'un
dérivé, le composé 31 a une activité comparable & celle de la méiogynine A ; le compose 35
est modérément actif. Les trois autres analogues sont inactifs. '

Leur interaction avec la protéine-cible Bel-xL met en lumiére des disparités permettant une
ébauche de relation structure-activité.

De plus, une hypothése de la biosynthése de ces métabolites a été proposée.

fMots-clés

Apoptose, Bel-xL, Meiogyne cylindrocarpa, Annonaceae, diméres de sesquiterpénes

Abstract

Meiogyne cylindrocarpa, a plant from the Annonaceae family, found in the South-East of Asia
and in the North of Australia, was chosen as part of a research program for new cancer treat-
ments. Metabolites from this plant have shown an activity on anti-apoptotic protein Bel-xL,
which could restore inefficient apoptosis in tumoral cells.

A phytochemical study on a EtOAc bark extract from this plant lead to the isolation of six
dimeric sesquiterpenoids : meiogynine A and five new derivatives of this compound. Biological
assays showed that compound 31 had almost the same activity as meiogynine A ; compound
35 was moderate active. The three other analogues were inactive.

Their different interaction with the target-protein Bel-xL enables to find a structure-activity
relationship hypothesis.

Moreover, a biosynthesis proposal for these metabolites was given.

Keywords

Apoptosis, Bel-xL, Meiogyne cylindrocarpa, Annonaceae, dimeric sesquiterpenoids



