Substances naturelles marines bioactives
en Nouvelle-Calédonie,

le bilan de 20 ans de recherches

Dominique LAURENT

=4

Institut de recherche
pour la dévaeloppemeant

CeNTRE DE NOUMEA


https://core.ac.uk/display/39848263?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Substances naturelles marines bioactives
en Nouvelle-Calédonie,

le bilan de 20 ans de recherche

Dominique LAURENT






SOMMAIRE
D Introduction . ... ... . .. 7
2) AlgUeS ... 8
) ASCIAICS . .. . 8
4) Echinodermes .. ... .. ... 10
4-1)Crinoides ............ . . 10
4-2) Etoiles de Mer.............. 0o 10
4-2~1)FEtoilesdulagon ........ ... .. ... 12
4~ 2 —2) Etoiles profondes .. ... .. 12
4 - 3) Holothuries. ... ... . . 18
S)YCnIdAIreS . .. ... .. 18
S—1)Alcyonaires . ............... 18
5=2) GOTGONES ... ...\ttt 18
5—3)Pennatulaires ............. ... .. ... ... .. 21
6) SPONGIAITeS . . ... ... .. . 21
6—1) Eponges dulagon ........................ ... ... 21
6 —2) Eponges profondes ................................. . 27
Ty Mollusques .. ... 33
8) MICroorganiSImes. . ... ... ... .. 33
8—1)Bactéries ... ... .. ... ... 33
8—2) Champignons ....... ... .. ... . i 33
9) Conclusion. .. ... .. . . 36
10) RELErences . . ... .. 37






Mise en page - Fabrication
Jean Pierre MERMOUD
Reprographie IRD Nouméa

Photos : Pierre LABOUTE, Georges BARGIBANT, Jean-Louis MENOU

Mots clés : BIBLIOGRAPHIE, SUBSTANCE NATURELLE, MILIEU MARIN / NOUVELLE CALEDONIE

© IRD, 1999



1) INTRODUCTION

La Nouvelle Calédonie se situe sur la rive est de la plaque continentale australienne, aux
environs de 165°E et 21°30’S et a 1 500 km de la céte du Queensland.

Un systeme de récifs complexe, comprenant toutes les formations existantes (récif frangeant,
1solé, barriére ou atoll) s’étend de part et d’autre de la Grande Terre sur environ 1 000 km du Nord au
Sud, autour des iles coralliennes proches (Iles Loyauté et ile des Pins), I'archipel des Chesterfield
inclus. Plusieurs monts sous-marins ont ausst €t€ récemment découverts dans la zone économique de la
Nouvelle Calédonie.

La recherche de substances naturelles marines en Nouvelle-Calédonie a débuté en 1977 au
centre ORSTOM par le programme SNOM (Substances Naturelles d’Origine Marine) a I'initiative de
Pierre Potier. Ce programme tripartite qui réunissait Rhdne Poulenc, le CNRS et 'ORSTOM a duré 5
ans. Il s’est poursuivi par le programme SMIB (Substances Marines d’Intérét Biologique) qui est avant
tout un programme pluridisciplinaire, regroupant industriels et chercheurs de la plupart des instituts de
recherche nationaux (ORSTOM, CEA, CNRS, INSERM, MNHN), et universitaires frangais et
étrangers. Ces collaborations permettent de tendre au développement pharmaceutique des substances
originales ayant révélé une activité biologique concurrentielle de celle des témoins de référence. Les
substances originales dont le développement n’est pas envisageable sont toutefois intéressantes au titre
de modeles expérimentaux.

Lors de ces deux programmes, un inventaire important de la faune du lagon néo-calédonien a
été réalisé par les biologistes du laboratoire d’Océanographie et du Muséum National d’Histoire
Naturelle (MNHN) de Paris, la plupart des récoltes étant effectuées en plongée autonome par une équipe
de plongeurs biologistes professionnels. Valorisant toutes les données obtenues lors de ces plongées de
prospection ou de récolte, des guides taxonomiques ont été réalisés sur différents groupes, échinoderme !,
ascidie 2, éponge 3 et gorgone (en préparation). Cet inventaire a ét€ étendu a la faune profonde de la
région (Zone Economique de la Nouvelle Calédonie). Les premiers dragages en eau profonde effectués
par les biologistes du laboratoire d’Océanographie (campagnes Musorstom décrites dans les Mémoires
du MNHN ; le 218™m€ volume va étre publié) ont permis 1'étude d’échantillons divers et abondants
récoltés entre 200 et 2 000 m, le plus souvent aux environs de 400 m. Etant donné 1’intérét de ces
échantillons, le SMIB a mené ensuite ses propres campagnes de dragages profonds sur les N/O de
I’ORSTOM, le Vauban, puis I'Alis. L’originalité de ce programme de pharmacochimie marine SMIB
vient en grande partie de I’étude de ces invertébrés profonds ; en effet, dans leur grande majorité, les
organismes récoltés sont considérés comme des fossiles vivants, c’est a dire des organismes qui, depuis
leur apparition sur la planete, ont traversé le temps sans modifications majeures.

Ce rapport est une synthése bibliographique des résultats obtenus en chimie des substances
naturelles a partir des organismes marins traités lors de ces différents programmes de pharmacochimie
marine.



2) ALGUES

Quelques années avant que 1'algue Caulerpa taxifolia ne soit en pleine
actualité, il a été montré que la caulerpine et la caulerpicine, deux
métabolites assez communs de ces algues du genre Caulerpa, ne sont pas les
substances responsables de la toxicité rencontrée chez certaines especes 4.

Caulerpa sp.

3) ASCIDIES

Les ascidies ou tuniciers forment un groupe assez évolué dans lequel
plusieurs composés hautement cytotoxiques ont déja été identifiés. Avec
celui des spongiaires, il semble que ce groupe soit une source
particulierement intéressante de substances bioactives.

Deux cas d’intoxication humaine ont €t€ enregistrés 2 la suite de la
manipulaton de la poudre lyophilisée de Lissoclinum bistratum. La
responsabilité en a été attribuée a un dilactame polyéther, la bistramide A
1 5 ou bistratene A 6, dont les études toxicologiques ont montré des effets
sur le systéme nerveux central. Cette substance manifeste aussi des effets
cytotoxiques marqués sur cellules cancéreuses Kb (IC5, = 2,2 10-8 M) et
P388 (IC5, = 2,0 10® M) 7 et un effet antiprolifératif sur des cellules de
carcinome bronchopulmonaire humain NSCLC-N6 8. Par la suite, d’autres polyéthers cycliques
bioactifs, les bistramides B 2, C 3, D 4 et K 5, ont été isolés de L. bistratum 9. Les bistramides D et
surtout K sont moins toxiques que les bistramides A, B et C et sont ainsi plus efficaces in vivo sur la
lignée carcinomiale. Des études électrophysiologiques ont montré que la bistramide A inhibait le canal
sodium 2 la fois au repos et dans 1'état inactivé, et occupait un site qui n’est pas localisé sur la porte
d’inactivation 10 Elle agit aussi sur la sensibilité au calcium du muscle cardiaque chez la grenouille 1.
L'origine de la bistramide A a été recherchée dans les prochlorons, algues symbiotiques de 1’ascidie
mais cette implication n’a pu étre confirmée!2. La bistramide A a des propriétés immunomodulatrices
en inhibant la prolifération des cellules T et en stimulant la prolifération des cellules B!3. Un autre
composé cytotoxique, le dichlorolissoclimide 1 6, a été purifié d’un extrait éthanolique de Lissoclinum
voeltzkowi 14. Sa structure cristalline et sa stéréochimie absolue ont été déterminées 3. Sa forte activité
cytotoxique se manifeste sur cellules de carcinome humain Kb (IC5q = 14 ng/ml) et cellules
leucémiques P388 (IC5, = 1 ng/ml) et sur une lignée cellulaire a carcinome bronchopulmonaire
NSCLC-N6 16 Le lissoclimide a par la suite été identifi¢ dans cette méme ascidie !7. De 1'extrait
cytotoxique de Leptoclinides dubius, six dérivés d’aminoacides dont le trés rare L-enduracididine 7, ont
été isolés et identifiés 8. Les minalemines A-F 8~13 sont de nouveaux composés & guanidine isolés de
Didemnum rodriguesi. Les minalemines D — F sont les dérivés a I'acide sulfamique des minalemines A
— C et constituent le premier exemple de la présence d’un tel groupe fonctionnel dans un organisme
marin 19.

La caledonine 14 est un peptide naturel bolaphile qui posséde un nouveau B-aminoacide, un
groupe cycloguanidine et un fort pouvoir complexant en liant les ions Zn*+ et Ie Cu*. Ce composé€ est

Didemnidae



Métabolites isolés d'ascidies
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biosynthétisé par un tunicier Didemnum rodriguesi 20. L'alcaloide minoritaire produit par 1’ascidie
Eudistoma fragum est une tétrahydro B-carboline que 1’on a dénommé woodinine 15; le composé
majoritaire correspond a la 5-bromo N,N-diméthylamino-éthyltryptamine 16 préalablement isolé d’une
éponge du genre Smenospongia. Ces deux alcaloides manifestent une faible activité antibactérienne sur
Staphylococcus aureus et Escherischia coli 2!, Trois autres -carbolines ont été extraites d’ Eudistoma
album. Deux d’entre elles, I’eudistomine E déja connue pour sa forte activité antivirale, et un nouveau
composé, I’eudistalbine A 17, manifestent une activité cytotoxique in vitro sur cellules cancéreuses Kb
(EDsp < 5 ng/ml et 3,2 yg/ml respectivement); le troisieme composé, I’eudistalbine B 18, est un
nouveau produit naturel inactif 22, De 1’extrait chlorométhylénique cytotoxique de Pseudodistoma
arborescens, quatre alcaloides indoliques bromés ont été purifiés, les arborescidines A — D 19-22 23,
Parmi ceux-ci, seul I’arborescidine D manifeste une l€gere activité sur cellule Kb in vitro (ICsy = 3
ug/ml). La configuration absolue de 1’arborescidine C a été€ déterminée par diffraction aux rayons X 24,

Ritterella rete est un des rares tuniciers récoltés en profondeur (300 m). L’étude de son extrait
méthanolique cytotoxique a conduit a I’isolement de six nouveaux sesquiterpénes de type dendrolasine,
quatre étant caractérisés par la présence d’une partie furanique 23-26 et les deux autres par un cycle y-
butyrolactone 27-28 25.

4) ECHINODERMES

Les échinodermes sont un des plus anciens groupes du régne animal. Ils sont bien représentés
dans le lagon néo-calédonien. Sur les pentes récifales des monts sous marins autour de la Nouvelle-
Calédonie, les échinodermes, crinoides, oursins, étoiles de mer ou holothuriesexistent en abondance ;
seules, quelques especes ont €té Etudiées.

4 - 1) Crinoides

Gymnochrinus richeri est un crinoide « fossile vivant » qui a été
récolté par dragage a 520 m de profondeur. Il contient 5 nouveaux
pigments violets : des phénanthropérylenequinone bromés appelés
gymnochromes A, B, C, D 29-32 et isogymnochrome D 33 dont les
trois derniers sont sulfatés 26, Sa composition en stérol a aussi été
déterminée 27. L’activité antivirale in vitro sur le virus de la dengue
des gymnochromes B et D et de l'isogymnochrome D a été
Gymnochrinus richeri observée ; la présence de sulfate sur les deux derniers composés peut
étre une explication de leur plus forte activité (RFgq % <1 pg/ml) 28,

4 - 2) Etoiles de mer

Les étoiles de mer sont bien connues pour leur composition
en saponines stéroidiques et en stérols hautement hydroxylés.
Le lagon calédonien étant treés riche en étoiles de mer, un
inventaire de ces composés a €té effectué. Lors de ce travail,
quelques alcaloides cytotoxiques ont aussi €t€ découverts.

Protoreaster nodosus

10



Métabolites isolés d'ascidies (suite)
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4 -2 — 1) Etoiles du lagon

La composition en stérols polyhydroxylés a été étudiée chez Protoreaster nodosus 34-39 29,30
et Luidia maculata 40-42 3'. Sept nouveaux stérols hautement hydroxylés 43-49 parmi lesquels quatre
ont un squelette 27-norcholestane ont été identifi€s dans Archaster typicus 32. Un groupe de 38,21-
dihydroxystéroides sulfatés 50-55 a été mis en évidence dans I’étoile de mer Euretaster insignis 33.
Deux nouveaux stérols polyhydroxylés 56-57 ont été extraits de Haliryle regularis 34 et deux autres 58-
59 de Gomophia watsoni 33.

De nouveaux glycosides stéroidiques ont €té isolés de Halityle regularis 60-67 34, de deux
étoiles du genre Nardoa (N. novaecaledonia et N. gomophia) 3¢, de Gomophia watsoni 68-69 35, de
Poraster superbus 70-72 37, de Thromidia catalai 73 38 et de Choriaster granulatus 74-75 3. Une
nouvelle classe de glycoside stéroidique cyclique : le luzonicoside 76 a été isolée de Echinaster
luzonicus %°. Un glycoside stéroidique cytotoxique, le nodososide 77 a été caractérisé dans Protoreaster
nodosus 41, Acanthaster planci et Linckia laevigata 2. Par la suite, ’isonodososide 78 et son dérivé 5-
déoxy 79 ont été identifiés dans Acanthaster planci 43. Puis son isomére le 6-épinodososide 80 a été
isolé de Pentaceraster alveolatus **. Neuf nouveaux glycosides stéroidiques cytotoxiques nommés
monilosides A ~ [ 81-89 ont ét€ mis en évidence dans un extrait acétonique de Fromia monilis. Quatre
d’entre eux sont des mono-glycosides, deux des di- et trois des tri-glycosides; ¢’est la premiere fois que
des tri-glycosides de stéroides polyhydroxylés sont isolés d’étoiles de mer 45.

Les compositions en glycosides stéroidiques sulfatés de Luidia maculata %6 et de Linckia
laevigara 90 47 ont été déterminées. De nouvelles astérosaponines sulfatées, le protoréastéroside 91 dans
Protoreaster nodosus et Pentaceraster alveolatus *® et un 22,23-époxystéroide glycoside sulfaté 92 dans
Halityle regularis *9 ont été découvertes.

Des alcaloides a guanidine hautement cytotoxiques ont été isolés de deux étoiles Fromia monilis
et Celerina effernani. 1ls ont été nommés crambescidine 800 93, ptilomycaline A 94, celeromycaline 95
et fromiamycaline 96. Ce type de composé est typique des métabolites d’éponge et n’avait encore
jamais été trouvé dans les étoiles de mer 50,

4 — 2 = 2) Ftoiles profondes

L’étoile de mer profonde du genre Rosaster (récoltée a 400 m) contient trois nouveaux stérols
polyhydroxylés 97-99 dont I'un le (25S)-5a.-cholestane-38,48,68,70.,8,15¢,168,26-octol manifeste une
activité antifongique 1. Autre étoile profonde collectée a 530 m, Tremaster novaecaledoniae produit
trois stéroides polyhydroxylés nommés tremasterol A — C 100-102 et dont I’un 2 la particularité d’avoir
une fonction phosphate 52, Par la suite, neuf autres constituants stéroidiques 103-111 dont un est relié
au tremastérol avec la méme fonction 6-O-phosphate, ont été isolés de cette étoile 53. Un nouveau
groupe de trois polyhydroxystéroides nommés carolisterols A — C 112-114 a été identifié dans
Styracaster caroli, une éponge récoltée a 2000 m de profondeur 4. Par la suite, dix autres

polyhydroxystéroides 115-124 ont été identifiés dans cette étoile 3 36

12



Stéroides isolés d'étoiles de mer
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Stéroides isolés d'étoiles de mer (suite)
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78 : R = OH : Isonodososide
79 . R=H

HO
HO Na0,S0O
o]
o)
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HO ©
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CHy o] Chy

90 : Lacvigaloside
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Stéroides isolés d'étoiles de mer (suite)
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Stéroides isolés d'étoiles de mer (suite)
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Stéroides d'étoiles de mer profondes (suite)
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4 - 3) Holothuries

Les holothuries contiennent aussi des saponines mais 1'aglycone est un terpéne et non pas un
stérol comme dans les étoiles de mer.

Les organes de Cuvier de 1'holothurie Bohadshia vitiensis ont
fourni, aprés extraction et hydrolyse acide, quatre sapogénines dont
I'une a une structure nouvelle proche de la seychellogénine 125 57. Une
holothurie trés ichthyotoxique, Actinopyga flammea, 2 1’origine d’une
trés forte intoxication a 1'aquarium de nouméa, a permis la description
de quatre nouvelles saponines 126-129 parmi les neuf isolées 8. Le
principal composant glycosidique de Neothyonidium magnum est une

" saponine triterpénique sulfatée, le neothyonidioside 130 59,
Actinopyga flammea

5) CNIDAIRES

En général, les cnidaires et en particulier les octocoralliaires, sont de grands producteurs de
composés terpéniques. Les alcyonaires étudiés ont confirmé cette régle ; par contre des molécules plus
originales ont €t€ isolés des gorgones et des pennatulaires.

5 — 1) Alcyonaires

La havannahine 131 et la désoxyhavannahine 132, deux nouveaux
diterpénes, ont été caractérisées par RMN et diffraction aux rayons X dans
un corail mou Xenia membranacea °. Par la suite, on a isolé de cet
organisme deux autres stéréoisomeres 11,19 de la havannahine 133-134 61,
quatre diterpénes appelés havannachlorhydrines 135-138 62, et vingt et un
nouveaux diterpénes de type xeniane 139-154 ©3. La structure d’un
métabolite 155 isolé de Xenia garciae a é1é €tablie par diffraction aux
rayons X comme ayant la configuration opposée en C7 2 la havannahine.
Xenia sp. Ce xenicane diterpéne inhibe la croissance de 1'algue Ceramium codii,
organisme benthique commun dans le processus de « fouling » 4.

5 - 2) Gorgones

Deux nouveaux alcaloides indoloquinolizidiniques, les
villogorgines A 156 et B 157, ont été isolés parallelement 2 la
caféine, la tryptamine, 1a Nb-méthyltryptamine et une 1,2,3,4-
tétrahydrocarboline a partir de la gorgone Villogorgia rubra .
La villogorgine A manifeste une activité antagoniste 2
1’acetylcholine. Un nouveau peptide inhibiteur d’élastase a été
caractéris€ dans un extrait hydrométhanolique acide de
Melithea cf stormii 66. La gorgone Ctenocella sp. produit un
Melithea cf stormii stérol 158 cytotoxique sur cellules Kb (ICs, = 0,23 pg/ml) et sur
cellules NSCLC-N6 (ICs, = 2,9 ug/ml) ¢7.

18



Stéroides d'étoiles de mer profondes (suite)
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Métabolites isolés d'alcyonaires
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5 — 3) Pennatulaires

Trois nouveaux diterpeénes reli€és au stylatulide et a la
briareine A ont ét€ isolés d’un pennatulaire du lagon, Pteroides
laboutei; il s’agit de 1a pteroidine 159, de l1a 12-O-déacétyl, 12-
O-benzoy! pteroidine 160 et du labouteine 161 68. Du méme
type, le cavernuline 162, le 14-O-déacétyl, 14-O-propionyl
cavernuline 163 et le cavernulinine 164 ont ét¢ identifiés dans
un autre pennatulaire Cavernulina grandiflora ©.

Une nouvelle classe de macrocycliques lactones, les
lituarines A 165, B 166 et C 167, a été identifiée dans un
pennatulaire Lituaria australasiae. Ces substances manifestent des activités antifongiques sur
champignons phytopathogenes et cytotoxique (ICsgde 1a 6 10-3 ug/ml) 70.

Lituaria australasiae

6) SPONGIAIRES

Les €éponges forment sans conteste le groupe le mieux €tudié en Nouvelle-Calédonie, que ce
soit dans le lagon ou dans la zone bathyale. Deux raisons 2 cela : ce groupe d’invertébré est bien connu
pour sa diversité chimique et ainsi pour sa bioactivité variée et ¢’est, avec celui des échinodermes, un
des groupes les mieux représentés dans les eaux profondes sur les pentes récifales des monts sous-
marins.

6 ~ 1) Eponges du lagon

Parmi la grande variété€ de substances chimiques connues pour
ére des métabolites secondaires des €ponges, de nombreux
composés azotés ont €t€ identifiés dans les organismes du lagon.
L'éponge Pseudadaxinyssa cantharella fut a 1’origine d’un grand
espoir de découverte d’'un nouveau médicament dans le domaine
du cancer avec la girolline 168, substance antitumorale active sur
la leucémie P388 in vitro et in vivo 71, 72, Malheureusement, 1’ étude
de son activité fut arrétée en clinique au stade II pour cause d’effets
secondaires trop prononcés. La configuration absolue de cette
e molécule a été établie par diffraction des rayons X 73 et sa syntheése
Cymbastela cantharella chimique totale a €té réalisée 74, Quatorze autres composés non

stéroliques furent identifiés a partir de cette éponge; parmi eux,
neuf dont quatre originaux 169-172, sont des dérivés pyrroliques bromés ou non, trois des dérivés
pentabromés, un la taurine, et un dernier de structure encore inconnue 5. La pyraxinine 173, un
nouveau composé nitrogéné, a aussi ét¢ décrit comme métabolite de cette éponge dont la nouvelle
appellation est maintenant Cymbastela cantharella 7°.

A cot€ de trois xetospongines déjd connues, on a isolé deux alcaloides nouveaux, le
déméthylxetospongine B 174 et un dérivé tétrahydrocarboline 175, d’une éponge du genre Xetospongia 7.
Les trois macrocycles montrent une activité cytotoxique sur cellules Kb mais ne manifestent pas
d’activité in vivo contre la leucémie P388. Ces composés agissent sur le récepteur de la somatostatine
(IC50 = 12 uM [K; = 13,4 uM]) 78. Une série de nouveaux alcaloides type naamidine 176-180, a été
découverte dans une éponge calcaire du genre Leucetta. Le premier exemple de complexe métallique
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d’origine marine avec le zinc est ainsi reporté 79. Deux specimens de Pseudoceratina verrucosa récoltés
sur des cotes d’iles éloignées de la Nouvelle-Calédonie ont donné trois alcaloides nouveaux de type
bromotyrosine. Les pseudoceratinines A 181 et B 182 ont été isolées du specimen des lles Chesterfield
tandis que I'extraction de celui de I’ile Walpole, a donné les pseudoceratinines B et C 183.
Parallelement, dans les deux échantillons, les alcaloides déja connus, aplysamine-1, aplysamine-2,
purealine et purealidines A et B ont été inventoriés 80. L’hémifistularine 3 184 contenu dans une éponge
du genre Verongia correspond & la moitié droite de la fistularine 3 ou de I’oxofistularine 3, également
produit par cette éponge. A partir de ce dernier composé, il est possible d’obtenir I”’hémifistularine 3 par
dégradation basique. La question se pose de savoir si ce composé est un peptide dégradé
biogénétiquement ou s’il s’agit plutét d’un précurseur biogénétique élaboré. Deux autres nouveaux
dérivés ont aussi été isolés, le 19-déoxyfistularine 185 et le 19-déoxy-11-oxofistularine 186 8!.

Des composés possédant des fonctions amides ont aussi été découverts. L'Haposcleride
Oceanapia cf. tenuis contient une série de céramides, les oceanapines A — IF 187-192, qui sont uniques
car branchées a la fois sur des sphingosines et des acides gras 82. Leucascandra caveolata, éponge
calcaire de la cdte est, produit le premier métabolite puissamment bioactif de ce groupe. Ce nouveaun
type de macrolide, leucascandrolide A 193, est fortement antifongique sur les champignons
phytopathogenes et sur levure pathogene pour ’homme et cytotoxique sur cellules Kb (IC5, = 0,05
ug/ml) et sur P388 (ICs, = 0,25 pg/ml) 83. D’une éponge Lithistide du genre Callipelta, un glycoside
macrolide cytotoxique d’un nouveau type, le callipeltoside A 194, a été purifié. Il manifeste une activité
modérée sur cellules NSCLC-NG6 et P388 mais agit de maniére particuliere en bloquant la prolifération
cellulaire in vitro au niveau de la phase G1 ou par inhibition de I’enzyme, ou encore en induisant la
différenciation cellulaire terminale 84. Par la suite, les callipeltosides B et C ont ét€ purifiés; ils ont le
méme macrolide mais different par leur partie sucre 85. Les bengamides A 195 et B 196 et cing nouveaux
dérivés d’acides aminés 197-201 reliés a ces deux composés ont été isolés de Jaspis carteri 86,

La callipeltine A 202 est un depsipeptide cyclique qui a été isolé de I'éponge Callipelta sp. Ce
composé est actif sur Candida albicans (30 mm d’inhibition pour 100 pg sur un disque de 6 mm) et
manifeste une activité antivirale sur HIV (CDsq = 0,29 ug/ml et EDg = 0,01 pg/ml; référence : AZT,
CDsy = 50 uM et EDy, = 30nM) 7. Par la suite, deux autres callipeltines, B 203 et C 204, ont été
découvertes, la C étant acyclique. L’ importance du macrocycle dans la cytotoxicité est suggérée par la
plus forte activité des callipeltines A et B par rapport a la C. Les callipeltines B et C sont par contre
inactives sur HIV 88,

Des terpénes ont été également isolés. La stylotelline 205, nouveau sesquiterpene isocyanide, a
été extraite d’une éponge du genre Stylotella 89. Trois nouveaux sesterterpénes proches des manoalides,
les faciospongides A — C 206-207, ont été identifiés dans une Thorectide du genre Faciospongia.
Malheureusement, étant donné le faible taux en faciospongides de cette éponge, leur activité
antiinflammatoire préalablement mise en évidence dans les manoalides, n’a pu é&tre étudiée 9. L’extrait
méthanolique d’une Dictyoceratide Hyrtios erecta contient un nouveau tétracarbocyclique sesterterpéne
nommé 12-épi-heteronemine 208 °1. Du méme genre, Hyrtios sp., deux autres sesterterpénes de la
famille des manoalides, le nouveau thorectolide 209 et le thorectolide monoacétate 210, ont été isolés.
Le premier est plus cytotoxique que le second alors que seul le thorectolide est actif a la fois sur le
nucleocapside de I'HIVI et I’integrase a 10 et 20 ppm respectivement %2. De la méme éponge, un
nouveau dimere rouge de la puupehenone, la dipuupehedione 211, a été isol€ et son activité cytotoxique
a été estimée sur cellules Kb (ICsy =3 pg/ml) 93. Six sesquiterpenes drimanes, dont cing nouveaux 212-
216, ont été extraits de Dysidea fusca 9%. 1’éponge Dictyoceratide Petrosaspongia nigra renferme huit
sesterterpénes nouveaux, les petrosaspongiolides C-J 217-224, et deux nor-sesterterpénes nouveaux, les
petrosaspongiolides K et L 225-226, qui manifestent des activités cytotoxiques modérées sur les cellules
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NSCLC-N6 95, Par la suite, les petrosaspongiolides M-R 227-231 ont été isolées: ils inhibent tous
différentes préparations de phospholipases A, (PLA,) par un blocage irréversible de ces enzymes avec
des valeurs d’ICs, de 1’ordre de la micromole. Le plus puissant de ces composés, le petrosaspongiolide
M, (ICs, de 1,6 et 0,6 pM pour les enzymes PLA, synoviales humaines et de venin d’abeille) est
légerement plus actif que le manoalide (ICsy de 3,9 et 7,5 uM) sous certaines conditions expérimentales 96.
Une série d’épodioxy-terpénes 232-239 possédant une activité cytotoxique sur des lignées cellulaires de
tumeur humaine a été découverte dans une Hadromeride Diacarnus levii 97. Ces composés, et en
particulier le méthyl 3-€épinuapapuanoate 233, sont actifs sur une souche résistante a la chloroquine du
parasite de la malaria, Plasmodium falciparum 98,

Enfin on a pu identifier des stéroides et des lipides. Onze stérols, de type hydroxyméthyl-383
nor-A cholestane 240-250, ont été séparés a partir d’un extrait de Pseudadaxinyssa cantharella 99. Les
compositions en stérol de I’éponge Cinachyrella aff. schulzei ainsi que de deux autres éponges du méme
genre provenant des cOtes du Sénégal ont été examinées '%. Sa composition en acides gras
phospholipidiques a aussi été recherchée 101, Dix nouveaux polyhydroxylés 9,11-secostérols ont été
1solés d’un extrait polaire cytotoxique et antihistaminique d’une Dysideide du genre Euryspongia. Ces
composés ont €té classés en deux séries, les euryspongiols Al — A5 251-255 et B6 — B10 256-260 et
deux d’entre eux inhibent fortement le relachement d’histamine dans les macrocystes de rat 102, La
Demosponge Echinochalina mollis contient des acides gras insaturés en relativement grande quantité ;
trois d’entre eux étant identifiés pour la premiere fois dans un invertébré marin 261-263 103, L’extrait
lipidique cytotoxique d’une Nepheliospongide du genre Petrosia contient I’ aztequinol A 264, le premier
polyacétylene C-branché et son dérivé, I’aztequinol B 265. Aucun de ces deux composés n’est
responsable de la cytotoxicité de I’extrait brut 104,

6 — 2) Eponges profondes

La famille des éponges Lithistides est trés bien représentée sur les monts sous marins et a
permis d’isoler de nombreuses molécules bioactives. Deux composés polynitrogénés, la 1-méthyl-
ptéridine-2,4-dione 266 et la corallistine 267 ont ét€ extraits de Corallistes fulvodesmus, une éponge
récoltée par dragage a 500 m de profondeur. La nouvelle strucure de la corallistine a été déterminée par
diffraction aux rayons X '05. La 1-méthyl-ptéridine-2,4-dione a aussi été trouvée dans une autre éponge
de profondeur Corallistes undulatus en compagnie d’une nouvelle ptéridine. Cette éponge contient
aussi des stéroides typiques des plantes terrestres ainsi que des dérivés du tryptophane, tels que les 3-
acrylates et la serotonine 196, Isolée d’une autre Lithistide profonde du genre Corallistes, la corallistine
A 268 est le second exemple d’une porphyrine libre dans un organisme vivant. Ce composé est actif sur
cellules cancéreuses Kb mais inactifs vis & vis de cultures de cellules leucémiques et de tumeurs solides 197,
Par la suite, les corallistines B 269, C 270, D 271 et E 272 ont été identifiées. Ces substances pourraient
étre utilisées comme agents photothérapeutiques dans le traitement du cancer '08. La Lithistide fossile
profonde (récoltée & 500 m), Neosiphonia supertes, contient du 24(28)-déhydroaplystérol et un nouveau
stéroide : le (255)-26-méthyl-24-méthylenecholest-4-en-3-one 273 199, Trois nouveaux macrolides 274-
276 et le sphinxolide en ont aussi été isolés. Ces composés sont hautement cytotoxiques envers
différentes lignées carcinomiales humaines 0. Par la suite, deux autres macrolides ont été extraits de
cette éponge, le superstolide A 277 extrémement cytotoxique (IC5q = 0,02 pg/ml sur Kb et 0,003 ug/ml
sur P388) ! et le superstolide B 278 également fortement cytotoxique (ICs, = 0,005 ug/ml sur Kb et
0,003 pg/ml sur P388) 112, Un nouveau cyclodepsipeptide. le neosiphoniamolide 279, proche du
jaspamide et des geodiamolides, a été€ isolé de cette éponge; il inhibe la croissance de champignons
phytopathogenes '13. Autre Lithistide profonde (500 m), Reidispongia coerulea contient des macrolides
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reliés aux sphinxolides. Ces composés, les reidispongiolides A et B 280-281, sont extrémement
cytotoxiques in vitro envers diverses lignées cellulaires de carcinome humain 4. Microscleroderma sp.
récoltée par dragage a une profondeur de 1000 m le long de la Ride de Nortolk. LLe biofractionnement
de son extrait aqueux antifongique a conduit a I'isolement de deux peptides cycliques, les
microsclerodermines A et B 282-283, actifs sur Candida albicans a 2,5 pg par disque 15,

Plusieurs éponges de la famille des Axinellides ont aussi ét€ étudiées. [’agelastatine A 284 est
un nouvel alcaloide cytotoxique de la famille des oroidines;; il est métabolisé par Agelas dendromorpha,
récoltée a2 260 m 116, Sa préférence conformationnelle et sa configuration absolue ont été déterminées !17.
Diverses manipulations chimiques ont été effectuées sur |’agelastatine pour déterminer les centres actifs
de ce composé pour la cytotoxicité 118, Autre espece, Agelas novaecaledoniae (200 m) contient deux
alcaloides connus, la sceptrine 285 et I’ageliferine 286, qui manifestent une forte activité sur les
récepteurs de la somatostatine et d’un peptide vasoactif intestinal 77. Une nouvelle structure alcaloidique
de la famille des nortopsentines, la D 287 et un précurseur biogénétique possible, le 4-méthyl-1-H-
imidazol-2-amine 288, ont été€ isolés d’une Axinellide profonde (300 m) du genre Dragmacidon. La
nortopsentine D est inactive sur cellules Kb alors que le composé transformé chimiquement (par
perméthylation) est fortement cytotoxique 119,

D’autres alcaloides nouveaux ont été isolés :

- deux alcaloides bromoindoliques, le 6-éthyl 3-bromo indolcarboxylate 289 et le 3-
haploscleride-6-bromoindole 290 a partir de Pleroma menoui, éponge récoltée & 500 m de profondeur 120

- les phloeodictines A 291 et B 292 12! puis les phloeodictines Al ~ A7 293-299 et C1 — C2 300-
301 dans une éponge du genre Phloeodictyon (235 m) '22; ce sont des sels d’amidinium bicycliques qui
manifestent une activité antibactérienne in vitro sur des bactéries gram + et gram — et une activité
cytotoxique moyenne sur cellules Kb ;

- deux alcalotdes indoliques diastéréomeres, les gelliusines A et B 302 ; ils ont été extraits d’une
Hapocleride profonde (300 m), Gellius sp. (ou Orina sp.). Faiblement cytotoxiques, ces composés sont
actifs sur le récepteur sérotonique !23. Par la suite, plusieurs alcaloides bis et tri-indoliques 303-307 ont
été 1dentifiés dans Orina sp (appellation maintenant reconnue); ils présentent des activités anti-
serotonine et une forte affinité pour les récepteurs somatostatine et neuropeptide Y dans les tests de
ligand 124 ;

- enfin le premier systéme thermochromique d’origine marine a été mis en évidence dans une
Poecilosclende Zyzza massalis (235 m). La zyzzine 308, imidazolthione, doit étre considérée comme le
seul produit naturel ; les deux autres produits isolés, imidazolone et imidazolinone, sont des artefacts 125,

L’extrait chlorométhylénique d’une éponge profonde (450 m) du genre Ircinia inhibe aussi
spécifiquement le récepteur neuropeptidique Y et manifeste une cytotoxicité sur les cellules Kb. Les
principes actifs sont des prénylhydroquinones sulfatées; ils inhibent aussi les enzymes tyrosine-
protéine-kinase et HIV-intégrase et sont accompagnés d’un mélange de chromanols et de chroménols
prénylés et sulfatés, de prénylhydroquinones et de leurs quinones et chroménols correspondantes. Une
heptaprénylhydroquinone hydroxylée, active contre la tyrosine protéine kinase, a aussi été isolée et
identifiée comme étant un nouvel alcool furanoterpénique sulfaté en C4, nommé ircinol sulfate 309 126,

Des composés inactifs ont aussi été mis en évidence dans différentes éponges :

- les premiers stérols et stérones marins de type stigmast-24(25)-ene 310 ont été isolés d’une
éponge du genre Stelerta sp. draguée a 700 m dans la mer de Corail. Ces stérols, les seuls isolés de cette
éponge, étant généralement des phytostéroides, il est vraisemblable que ces stigmastanes prennent part
a I’organisation paroi/cellules dans cet organisme '27 ;

- la composition en stéroides d’une éponge récoltée a 600 m de profondeur, Stelodoryx
chlorophylla, a été étudiée et 22 composés dont 7 nouveaux 311-317 ont été identifiés 128 ;
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- deux nouveaux 33-méthoxy secostéroides, nommés jereistérol Aet B 318-319, ont été obtenus
a partir d’un extrait lipidique de 1'éponge Jereicopsis graphidiophora, récoltée a 225 m de profondeur 129,
Quinze 3B-méthoxystéroides ont aussi ét€ purifi€s de cet extrait qui ne contient, par contre, aucun 3f-
hydroxystéroide conventionnel 130 ; ‘

- la structure de deux oligoglycosides triterpéniques 320-321 isolés d'une éponge du genre
Erylus, récoltée a 500 m de profondeur, a été établie par spectroscopie RMN bidimensionnelle 13! ;

- 'éponge profonde Cladocroce incurvata contient deux polyketides, la cladocrocine A 322 et
1'acide cladocroique 323 qui sont apparemment des dérivés biosynthétiques des acides gras via la voie
des polyketides 132,

7) MOLLUSQUES

Dans notre recherche de substances bioactives, quelques
mollusques rares ont été€ étudié€s. Parmi eux, Onchidium sp. est
un mollusque pulmoné qui a été récolté aux iles Chesterfield, a
450 km au nord ouest de 1la Nouvelle-Calédonie. Cet organisme
mou, hautement vulnérable aux prédateurs, biosynthétise des
esters dérivés du polypropionate. La saponification de ces esters
conduit a deux triols nommeés onchitriol 1 et 2 324-325. Ces
esters sont actifs sur les cellules Kb et P388 et manifestent une
activité antivirale vis a vis du virus de I’ Herpes simplex type 1
(HSV1) et contre le virus Vesicular stomatitis (VSV). Leurs
stéréochimies absolues ont été déterminées par la méthode de Mosher-Trost 133, Huit autres esters ont
ensuite été identifiés 326-333 134, Par la suite, de cet organisme a été isolé un depsipeptide nommé
onchidine 334, qui contient un nouveau f3-aminoacide, le 3-amino-2-méthyl-oct-7-ynoic. Ce composé
est légerement cytotoxique in vitro sur P388 (ICsy = 8 pg/ml) 135, Derni¢rement, 1'onchidine B 335 a
été obtenu par fractionnement bioguidé par des tests de cytotoxicité 136,

8) MICROORGANISMES

11 a été avancé I'hypothese que certains composés trouvés dans des €ponges €taient en fait
métabolisés par des microorganismes symbiontes. Aussi 1'étude de bactéries mais aussi de champignons
marins a-t-elle €t€ entreprise.

8 - 1) Bactéries

La souche bactérienne Micrococcus luteus, collectée sur une éponge Xetospongia sp. produit le
lutoside 336, un acyl-1-(acyl-6"-mannobiosyl)-3-glycérol 137.

Une bactérie identifiée comme une souche de Pseudomonade a été collectée sur son hote,
I’éponge Suberea creba. Cette bactérie donne en culture des quinolones 337-343 qui ne sont pas
retrouvées dans 1’extrait de son hote 138,

8 - 2) Champignons

Un nouveau trichothécene non-macrocyclique, le verrol 4-acetate 344, a ét€ isolé d’une culture
d’un nouveau champignon « marin » de la famille des Moniliaceae, parasitant un morceau de bois
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dérivant en fond de baie. Il était accompagné d’autres puissantes toxines connues comme la verrucarine
A 345 et I'isororidine A 346 et de composés d’intérét médicinal comme les styrylpyrones : kawain 347,
7,8-dihydrokawain et 5,6-déhydrokawain, qui sont rencontrés dans le breuvage traditionnel du kava en
Meélanésie 139.

9) CONCLUSION

La Nouvelle-Calédonie avec son vaste lagon et les monts sous-marins de sa zone économique
renferme une magnifique biodiversité, extrémement variée, que I’on pourrait rapprocher de celle de
I’ Australie pour la faune peu profonde et de celle de la Nouvelle Zélande pour la faune profonde.

Cette biodiversité marine a été relativement bien étudiée sur un plan pharmacochimique en ce
qui concerne les invertébrés de taille supérieure a quelques centimetres et de relative abondance
permettant des récoltes de I'ordre du kilogramme. Apres 20 ans de recherche de substances naturelles
bioactives, le bilan est positif méme si le but ultime, la découverte de nouvelles substances utilisables
en pharmacologie, n’a pas encore été atteint. La récolte et I’étude de plus de 600 organismes ont favorisé
une meilleure connaissance de la biodiversité marine locale. Plus de 130 articles ont été publiés dans
des revues internationales et quelques 350 molécules nouvelles ont été découvertes avec I’aide de nos
partenaires frangais et européens.

Mais en deux décennies, la recherche en pharmacochimie a beaucoup évolué. De récoltes par
plongée autonome, nous sommes passés au dragage profond permettant d’atteindre des organismes trés
originaux. Les méthodes de fractionnement chimique bénéficient maintenant d’appareils de
chromatographie liquide a haute pression (HPLC) liés a des spectrographes de masse. Les appareils
permettant |’analyse structurale des produits punfiés sont aussi beaucoup plus performants et
nécessitent des quantités de produits beaucoup plus faibles. Les tests biologiques ne sont plus les
facteurs limitants avec |’apparition de tests robotisés a haut flux grace aux progres effectués en
robotique, en miniaturisation et en biologie moléculaire. Les cibles biologiques ayant évolué par rapport
a nos recherches initiales, il est tout a fait envisageable maintenant d’étudier de nouveau les activités
pharmacologiques des organismes traités lors de notre premier programme de pharmacochimie marine.
Ceci ne nous empéche pas de continuer a étudier en parallele la biodiversité des iles environnantes, tel
I’archipel du Vanuatu ot nous menons une étude similaire sur les éponges et les ascidies a travers un
programme européen MAST III (Bioactive natural products in the field of antitumoral, antiviral and
immunomodulatory activity).

Les modes aussi ont changé. La chimie combinatoire montre ses faiblesses. L’ ordinateur ne
remplace toujours pas la Nature. Les substances naturelles reviennent a la mode comme I’ ont démontré
les Laboratoires Pierre Fabre avec la création du Centre de Recherche sur les Substances Naturelles a
Toulouse. L'IRD, qui a une grande pratique de cette recherche sur les Substances Naturelles, qu’elles
soient marines ou terrestres, s’est associé demniérement avec les Laboratoires Pierre Fabre; cette
alliance, par la mise en commun de I’expérience et des moyens de chacun des deux groupes, doit
apporter de nouveaux atouts dans la recherche de molécules originales, facteurs d’avancées
thérapeutiques.
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