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La chimie doit étre le
flambeau
qui éclaire la
médecine.

Claude-Louis Berthollet, 1779






Avant-propos

Les travaux de recherche réalisés lors de ce doctorat ont donné lieu a deux publications

[P] soumises, un chapitre d’ouvrage [Ch] et deux posters [Po] :

[P1]

[Pol]

[Po2]

P.E. Campos, J.L. Wolfender, E. F. Queiroz, L. Marcourt, A. Al-Mourabit, M. Frédérich, A.
Bordignon, N. De Voogd, B. Illien, A. Gauvin-Bialecki, “Unguiculin A and ptilomycalin E-H,
novel antimalarial guanidine alkaloids from the marine sponge Monanchora unguiculata.”
Journal of Natural Products, 2017, en ligne.

P.E. Campos, ].L. Wolfender, E. F. Queiroz, L. Marcourt, A. Al-Mourabit, N. De Voogd, B.
[llien, A. Gauvin-Bialecki, “Amphimedonoic acid and psammaplysene E, novel brominated
alkaloids from Amphimedon sp.” Soumise a Tetrahedron letters

A. Gauvin-Bialecki, M. Aknin, Y. Kashman, E. Gros, A. Al-Mourabit, P.E. Campos, M.E.
Remanevy, B. Illlien, “Bioactive molecules of marine invertebrates from South-West Indian

Ocean: status and perspectives.” Crystallizing Ideas — The Role of Chemistry, Springer,
2016, Chapitre 2, 23 - 45.

P.E. Campos, A. Al Mourabit, A. S. Sanchez, B. Illien, A. Gauvin-Bialecki, “Marine natural
products: Isolation and identification of unknown secondary metabolites from the marine
sponge Monanchora unguiculata.” 23%mes Journées Jeunes Chercheurs - SCT “Société de
Chimie Thérapeutique”, 15-17 février 2016, Lille - France.

P.E. Campos, E.F. Queiroz, L. Marcourt, P.M. Allard, K. Mahadeo, A. Al-Mourabit, M.
Frédérich, N. De Voogd, J.L. Wolfender, B. Illien, A. Gauvin-Bialecki, “Isolation and
identification of new secondary metabolites from the marine sponge Monanchora
unguiculata.” 9th joint natural products conference - GA “The Society for Medicinal
Plant and Natural Product Research”, 24-27 juillet 2016, Copenhague - Danemark.

Note au lecteur

Ce mémoire se compose de deux Tomes.

Afin de compléter le Tome I, nous avons rassemblé dans le Tome Il un tableau récapitulatif

des organismes collectés ainsi que l'ensemble des spectres non représentés lors de la

caractérisation structurale des composés. Cette disposition présente l'avantage de pouvoir

consulter en méme temps le texte et la figure correspondante.

230.

Dans le Tome [, les mots marqués d'un astérisque ont leur définition dans un lexique page
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Liste des abréviations

Abréviations spécifiques aux activités biologiques

A498 : lignée cellulaire cancéreuse humaine (cancer du rein)

A549 : lignée cellulaire cancéreuse humaine (carcinome pulmonaire)
ACT : Thérapie Combinée a base d’Artémisinine

ABTS:" : sel d’ammonium de I'acide 2,2’- azinobis-3-éthylbenzothiazoline 6-sulfonique
CCso : Concentration Cytotoxique médiane

CEso : Concentration Efficace médiane

CIso : Concentration Inhibitrice médiane

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice

cPLA; : PhosphoLipase A; cytolysique

DU-145 : lignée cellulaire cancéreuse humaine (cancer de la prostate)
EOA : Espece Oxygénée Activée

FRAP : Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter

HT29 : lignée cellulaire cancéreuse humaine (cancer du colon)

Hela : lignée cellulaire cancéreuse humaine (cancer du col de 'utérus)
IC-2 : mastocytes murins

IGROV : lignée cellulaire cancéreuse humaine (cancer des ovaires)

IS : Index de Sélectivité

KB : lignée cellulaire cancéreuse humaine (carcinome buccal)

L-562 : lignée leucémique humaine

L1210 : lignée leucémique murine

LoVo : lignée cellulaire cancéreuse humaine (cancer du colon)
LoVo-Dox : lignée cellulaire cancéreuse humaine (cancer du colon)
MIA-paca: lignée cellulaire cancéreuse humaine (cancer du pancréas)
OMS : Organisation Mondiale de la Santé

P388 : lignée leucémique murine

PANC-1 : lignée cellulaire cancéreuse humaine (cancer du pancréas)
PANCL : lignée cellulaire cancéreuse humaine (cancer du pancréas)
SK-BR3 : lignée cellulaire cancéreuse humaine (cancer du sein)
SK-MEL-28 : lignée cellulaire cancéreuse humaine (mélanome)

SPLA; : PhosphoLipase A; sécrétoire

TRPV1 : récepteur-canal ionique des vanilloides sensible a la chaleur nociceptive
VIH-1 : Virus de type 1 de I'lmmunodéficience Humaine



Abréviations spécifiques a la chimie

[a]p : pouvoir rotatoire spécifique

6C : déplacement chimique du carbone

6H : déplacement chimique du proton

AAbs : différence d’absorbance

Ag : coefficient d’extinction molaire

Amax: longueur d'onde d'un maximum
d’absorption

ACN : acétonitrile

AcOEt : acétate d’éthyle

AF : acide formique

br : signal large

C-18 : silice greffée par des groupements
octadécyles

¢ : concentration

CCM : Chromatographie sur Couche Mince
CD30D : méthanol deutéré

CDCl; : chloroforme deutéré

CLHP : Chromatographie Liquide Haute
Performance

CLMP : Chromatographie Liquide Moyenne
Pression

COSY : COrrelation SpectroscopY

d : doublet

DAD : détecteur a barrettes de diodes

DCE : Dichroisme Circulaire Electronique
DCM : dichlorométhane

DCV : Dichroisme Circulaire Vibrationnel

dd : doublet de doublet

ddd : doublet de doublet de doublet

ddt : doublet de doublet de triplet

DEDL : Détecteur Evaporatif a Diffusion de
Lumiere

DEPT : Distorsionless Enhancement by
Polarization Transfer

DNP : Dictionary of Natural Products

dt: doublet de triplet

EC : Effet Cotton

ESI* : [onisation ElectroSpray mode positif
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ESI- : lonisation ElectroSpray mode négatif
GIAO : Gauge-Independent Atomic Orbital
GNPS : Global Natural Products Social
Molecular Networking

HOMO : Highest Occupied Molecular Orbital
HMBC : Heteronuclear Multiple Bond
Connectivity

HSQC : Heteronuclear Single Quantum
Coherence

ISDB : In Silico DataBase

J : constante de couplage

LUMO: Lowest Unoccupied Molecular
Orbital

m : multiplet

m/z : masse/charge

MeOH : méthanol

NOESY :
SpectroscopY

ppm : partie par million

q : quadruplet

quint : quintuplet

RMN (1D, 2D) : Résonance Magnétique
Nucléaire (une dimension, deux dimensions)
RP-18: reverse phase C18

s : singulet

SM : Spectrométrie de Masse

SMD : Solvent Model Density

SMHR: Spectrométrie de Masse Haute
Résolution

TD-DFT: Time Dependent - Density
Functional = Theory (théorie de 1la
fonctionnelle de la densité dépendante du
temps)

TFA : Acide TriFluoroAcétique

TMS : TétraMéthylSiloxane

TOCSY : TOtal Correlated SpectroscopY

UV : UltraViolet

v/v : volume/volume

Nuclear  Overhauser  Effect
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Depuis toujours 'Homme essaie de tirer parti des substances naturelles de diverses
manieres, soit par le biais de la médecine traditionnelle, soit par d’autres voies. Les Hommes de
Néandertal semblaient déja utiliser les plantes pour leurs vertus thérapeutiques, il y a environ
60 000 ans ; Solecki R. S. (1975) est arrivé a cette conclusion apres avoir retrouvé du pollen de
huit plantes médicinales (dont I'achillée millefeuille, toujours utilisée de nos jours) dans un lieu
de sépulture en Irak. Ces substances naturelles ont été mentionnées pour diverses autres
utilisations, par exemple pour la chasse, avec 'utilisation du curare (West R., 1935) (extrait de
lianes d’Amazonie comme Chondodendron tomentosum ou Strychnos toxifera) ou de la
batrachotoxine (toxine sécrétée par une espéce d’amphibiens, Phyllobates terribilis) par des tribus
amérindiennes (Daly ]. W. et al.,, 1978) ; mais également pour la cosmétique, avec l'utilisation par
les italiennes de la Renaissance d'une pommade a base de belladone (Atropa belladonna) afin de

dilater leurs pupilles dans un but esthétique (Gibson D. M., 1964).

L’utilisation de substances naturelles par 'Homme s’est surtout limitée a la biodiversité
terrestre, en raison de son accessibilité, et cela méme si la biodiversité marine est beaucoup plus
riche. Si environ 200 000 espéces marines ont été a ce jour recensées, on estime cependant a
plusieurs millions leur nombre total (www.developpement-durable.gouv.fr). Cette grande
profusion de la vie marine par rapport a la vie terrestre vient du fait qu’elle remonte a 3,8 milliards
d’années contre « seulement » 400 millions d’années pour les especes terrestres. L’évolution de la
vie marine est donc beaucoup plus avancée. A cela, rajoutons la présence de relations biologiques
complexes et variées au sein du milieu marin comme la prédation, la symbiose, le parasitisme et
la compétition interspécifique et intra-spécifique. Il en résulte une chimiodiversité tres riche et
différente de la chimiodiversité terrestre car elle est caractérisée par des parameétres physico-
chimiques particuliers, comme de fortes pressions, I'absence totale de lumiere, des salinités

variables ou la relative abondance d’halogéenes.

La zone Sud-Ouest de I'Océan Indien (Madagascar, Les Comores, Maurice, Rodrigues, Les
Seychelles, La Réunion, Mayotte et Les Iles Eparses), est I'un des Hotspots de la biodiversité
terrestre et marine mondiale (www.developpement-durable.gouv.fr). En raison de son
endémisme particulierement élevé, cette zone est sans équivalent a I’échelle mondiale et, est donc
d’'une importance capitale pour les connaissances biologiques et chimiques. Cette richesse est
cependant menacée en raison de la vulnérabilité de ces écosystemes insulaires face aux impacts
de 'Homme (Gray J. S., 2001 ; Robert C. M. et al, 2002). Quelques organismes de recherche
essaient de préserver la biodiversité de ce Hotspot et parmi ceux-ci, des laboratoires de recherche
de I'Université de La Réunion ont fait de «la valorisation et la protection de la biodiversité
terrestre et marine » 'un de leurs axes de recherches principaux (www.univ-reunion.fr). La

position stratégique de I'Université de La Réunion au cceur de la zone Sud-Ouest de 'Océan Indien
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estun atoutindéniable ; elle offre des conditions de recherches exceptionnelles pour 'observation
et I'étude de la biodiversité. Le Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles et des Sciences
des Aliments (LCSNSA), par ses études sur la chimiodiversité menées aussi bien sur les plantes
que les organismes marins, contribue activement au développement de cette thématique de

recherche privilégiée.

C’estdans ce cadre que le LCSNSA a porté le projet BIOMOL TCN « Activités Thérapeutiques,
Cosmétologiques et Nutraceutiques de Molécules issues de la Biodiversité terrestre, marine et
microbienne de la zone Sud-Ouest de I'Océan Indien ». Ce projet, soutenu par 'Europe et La Région
Réunion (FEDER : Fonds Européens de DEveloppement Régional), entre 2012 et 2014, a réuni six
équipes complémentaires dont trois locales, une nationale et deux internationales. Les taches ont

été réparties selon les compétences de chaque équipe :

- Le Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles et des Sciences des Aliments
(LCSNSA) de I'Université de La Réunion, porteur du projet.

- L'UMR C_53 Peuplements Végétaux et Bioagresseurs en Milieu Tropical (UMR PVBMT)
de I'Université de La Réunion.

- Le Groupe d’Etude sur I'Inflammation Chronique et I'Obésité (GEICO) de I'Université de
La Réunion.

- L'Institut de Chimie des Substances Naturelles (ICSN-CNRS) de Gif-sur-Yvette.

- Le Laboratoire de Pharmacognosie - Institut de Pharmacie (LP-IP) de I'Université de
Liege.

- Le Laboratoire de Virologie et Chimiothérapie (KU-LEUVEN) de I'Institut Rega pour la

Recherche Médicale de I'Université Catholique de Leuven.

Le projet BIOMOL TCN avait pour objectif d'explorer cette biodiversité et cette

chimiodiversité afin de trouver de :

» nouveaux candidats médicaments,

» nouveaux composés ayant des propriétés préventives a l'égard de certaines
pathologies,

» nouveaux compléments alimentaires pour la prévention nutritionnelle et
physiologique,

» nouveaux actifs en cosmétologie.

Ce projet avait également pour objectif d’approfondir I'état de l'art actuel sur cette
biodiversité et chimiodiversité afin de pouvoir ainsi la valoriser et la protéger. Le projet s’est donc
attaché dans un premier temps a I'évaluation des propriétés biologiques, d’extraits de plantes et

d’invertébrés marins de la zone Sud-Ouest de I'Océan Indien. Les travaux de recherche effectués
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au cours de cette thése et présentés dans ce manuscrit concernent uniquement la partie

biodiversité marine de ce projet.

Les organismes marins étudiés sont des invertébrés (éponges”, ascidies” et coraux mous®)
issus d’une collecte effectuée en 2012, aux Iles Mitsio, a Madagascar. Une premiére sélection de
ces invertébrés marins a été réalisée au laboratoire. Chaque organisme a, en effet, été soumis a
des protocoles standardisés d’extraction, puis a un criblage biologique afin d’évaluer différentes

activités biologiques ciblées :

» La cytotoxicité sur les cellules cancéreuses KB (carcinome buccal),
» L’activité antipaludique,
» L’activité antivirale sur :

* Le virus du Chikungunya (souche 899),

= L’entérovirus type 71 (souche BrCr),

» Lerhinovirus type 14 (phénotype sauvage),

» L’activité antioxydante.

Concernant plus particulierement les invertébrés marins étudiés dans le cadre du projet
BIOMOL TCN, les études réalisées antérieurement aux travaux de la thése ont permis de déceler
87 extraits actifs (toutes activités confondues) sur un total de 194 extraits testés. Les résultats

obtenus sont détaillés ci-apres :

- Nombre d’especes étudiées : 100

- Nombre d’extraits testés : 194

- Nombre d’extraits a activité cytotoxique : 64

- Nombre d’extraits a activité antivirale : 8 (anti-chikungunya)
- Nombre d’extraits a activité antipaludique : 48

- Nombre d’extraits a activité antioxydante : 13
Certains des extraits actifs peuvent présenter plusieurs activités a la fois.

Les travaux de thése exposés dans ce mémoire et réalisés au Laboratoire de Chimie des
Substances Naturelles et des Sciences des Aliments (LCSNSA), a I'Institut de Chimie des
Substances Naturelles (ICSN-CNRS) et au Laboratoire de Phytochimie et Pharmacologie de I'Ecole
de Pharmacie de Genéve - Lausanne, s’inscrivent pleinement dans le programme BIOMOL TCN ;
l'objectif étant la recherche de molécules d’origine marine, a haute valeur ajoutée dans le domaine

de la santé (molécules a activité anticancéreuse, antivirale, antipaludique, antioxydante).

Cette recherche de molécules d’'intérét issues de la biodiversité marine implique deux

grands axes (Organigramme 1) :la chimie analytique etla chimie quantique. La chimie quantique
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venant en soutien de la chimie analytique dans la caractérisation structurale des molécules. Il est

anoter, qu'en raison du temps imparti pour la réalisation de ces travaux de these et afin de pouvoir

travailler chimie analytique et chimie quantique en paralléle, la partie sur la chimie quantique a

été réalisée sur des molécules d’origine marine déja isolées au sein du LCSNSA.

16

Ce mémoire s’articule autour de cinq chapitres :

Le premier chapitre met 'accent sur le choix stratégique des organismes marins étudiés
au cours de la thése. Il concerne :

e lacollecte des organismes ;

e le protocole d’extraction utilisé ;

e laméthodologie, basée sur des criteres chimiques, biologiques et bibliographiques
ayant permis la sélection des organismes.

Les deuxieme, troisieme et quatrieme chapitres sont consacrés aux travaux menés
respectivement sur les éponges Monanchora unguiculata, Amphimedon sp. et Aulospongus
gardineri. Sont développés dans chacun de ces chapitres :

e des éléments bibliographiques relatifs au genre étudié : position géographique,
position systématique et description, travaux chimiques antérieurs ;

e les travaux chimiques menés sur chacune des éponges, détaillant I'isolement et
I’élucidation structurale des métabolites secondaires isolés ;

e la génération d'un réseau moléculaire, outil facilitant la déréplication mais
permettant également la génération d’hypothéses sur d’autres métabolites
secondaires n’ayant pas étés isolés ;

o lavalorisation des molécules isolées et identifiées.

Le dernier chapitre est consacré a la caractérisation par la chimie théorique, de molécules
issues de la biodiversité marine, isolées dans le cadre du programme FEDER BIOMOL TCN.
La modélisation moléculaire offrant des techniques complémentaires a la chimie
analytique, sont abordées dans cette these :

e une introduction détaillant le contexte de I'étude et I'intérét de la chimie théorique
en complément de la chimie analytique ;

e une analyse de la configuration relative des molécules, déterminée par RMN, via
un calcul de probabilité : DP4+;

e la détermination des configurations absolues de trois molécules dont la

configuration relative a été étayée par la chimie théorique.
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Recherche de nouveaux candidats médicaments
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Organigramme 1 : Présentation des différentes étapes réalisées dans la thése.
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Chapitre I - Sélection des organismes marins

I.1 Collecte et identification

60 échantillons ont été collectés au large des iles Mitsio, au Nord-Ouest de Madagascar
(Figure 1), en 2012 dans le cadre du projet BIOMOL TCN. Trois types d’organismes ont été
collectés, des éponges, des ascidies et des coraux mous. Ces organismes ont fait I'objet de ces

travaux de these.

Comares

==
33
5
&4

Figure 1: Zone de collecte des organismes étudiés (Crédit Google Map).

Ces organismes listés dans ’Annexe 1 ont été identifiés par :

- Le Docteur Nicole de Voogd du Museum d’Histoire Naturelle Naturalis de Leiden
(Pays-Bas) pour ce qui est des éponges.

- Le Professeur Yehuda Benayahu de I'Université de Tel Aviv (Israél) pour ce qui est
des coraux mous.

- Les Professeurs Anne Bialecki et Maurice Aknin de I'Université de La Réunion

(France) pour ce qui est des ascidies.

Au final, sur les 60 échantillons collectés, 26 especes d’éponges, 11 especes de coraux
mous et 2 especes d’ascidies ont été identifiés (une espece peut étre représentée par plusieurs
échantillons). 2 échantillons d’ascidies, 3 échantillons de coraux mous et 5 échantillons d’éponges

restent encore a identifier.

Des échantillons de références de tous les organismes ont été conservés au Laboratoire de
Chimie des Substances Naturelles et des Sciences des Aliments (LCSNSA) ainsi qu’au Museum

d’Histoire Naturelle Naturalis de Leiden.
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1.2 Obtention des extraits bruts

Afin d’obtenir les extraits bruts, les organismes congelés ont été découpés, puis extraits
par macération dans un mélange dichlorométhane/méthanol (50/50 v/v). Cette macération
permet d’obtenir apreés filtration, un filtrat qui est récupéré puis évaporé afin d’obtenir 'extrait

brut. Le rendement d’extraction a été calculé par rapport a la matiére seche extraite.

1.3 Le criblage chimique

I1.3.1 Principe

» Criblage chimique par CCM

Les extraits bruts ont été, dans un premier temps, analysés par Chromatographie sur

Couche Mince (CCM) en utilisant :

e Deux systemes d’éluants, en fonction de la polarité des composés :
- Isohexane/AcOEt 80/20
- Isohexane/AcOEt 20/80

e Deuxrévélateurs différents :
- L’anisaldéhyde sulfurique, qui est un révélateur universel

- Dragendorff, révélateur spécifique aux alcaloides

» Criblage chimique par CLHP-DAD-SM

Dans un second temps, les extraits bruts ont été analysés par Chromatographie Liquide

Haute Performance (CLHP) couplée a deux types de détecteurs :

- Un détecteur a barrettes de photodiodes (DAD) qui permet de mesurer I'absorbance des
composés sur l'ensemble du spectre UV-visible (entre 200 et 800 nm) simultanément. La
spectrophotométrie a barrettes de diodes permet une saisie en trois dimensions des résultats
(absorbance, longueur d’onde, temps). On peut donc comparer les spectres UV des solutés avec

ceux stockés dans une base de données (MarinLit par exemple).

- Un spectrometre de masse (SM) a ionisation par electrospray chargé positivement (ESI+),
qui est une méthode «d’ionisation douce » par protonation, permettant ainsi, en général,
d’obtenir un rapport masse sur charge (m/z) de type [m+mu]*. En soustrayant la masse d’un
hydrogene, cela permet d’obtenir la masse monoisotopique des solutés et ainsi de faire une

recherche dans les bases de données par masse.
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» Criblage chimique par RMN 1H

Un dernier criblage chimique est effectué par spectroscopie par Résonance Magnétique
Nucléaire de I'atome d’hydrogene (RMN !H). Les spectres des extraits bruts ont été réalisés dans
du chloroforme deutéré (CDCl3), ils sont ensuite comparés afin de repérer ceux possédant des

signaux caractéristiques intéressants (liaison -NH par exemple).

1.3.1 Résultats et Discussion

Suite au criblage chimique réalisé, les 16 organismes suivants présentent au moins un
profil chimique (CCM, CLHP ou RMN) intéressant : Acanthella cavernosa (CCM et CLHP),
Amphimedon sp. (CLHP), Aulospongus gardineri (CLHP), Biemna laboutei (CLHP et RMN),
Callyspongia biru (RMN), Dragmacidon coccineum ou Ulosa rubra (CCM), Eudistoma sp. (CCM et
RMN), Hemiasterella intermedia (CLHP et RMN), Jaspis diastra (CCM, CLHP et RMN), Lemnalia
africana (CCM), Lemnalia madagascariensis (CCM et RMN), Monanchora unguiculata (CCM, CLHP
et RMN), Pseudoceratina sp. (CLHP et RMN), Phyllospongia sp. ou Ledenfeldia sp. (RMN), Rhytisma
fulvum fulvum (CCM, CLHP et RMN) et Stylissa carteri (CLHP).

Parmi ces organismes, un premier tri a été effectué. En effet, deux de ces organismes ne
sont pas clairement identifiés, il s’agit de 'éponge « Dragmacidon coccineum ou Ulosa rubra (TCN-
M149) » et de I'éponge « Phyllospongia sp. ou Ledenfeldia sp. (TCN-M131) »; Celles-ci ne seront
donc pas étudiées. L’éponge Biemna laboutei, ayant déja fait I'objet d'une thése (Gros E., 2013) au

sein du LCSNSA sur un spécimen également collecté a Madagascar, ne sera pas étudiée non plus.

Les 14 organismes restant n’ont pas pu étre tous étudiés au laboratoire et par conséquent,
certains ont été envoyés a 'un des partenaires du LCSNSA, le professeur Yoel Kashman, de
I'Université de Tel Aviv (Israél). Il s’agit des éponges Hemiasterella intermedia (TCN-M147), Jaspis
diastra (TCN-M137 et TCN-M169) et du corail mou Rhytisma fulvum fulvum (TCN-M163).
Finalement, parmi les 16 organismes ressortant du criblage chimique, 10 ont été sélectionnés

(Figure 2).
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Photo
manquante

Amphimedon sp. Aulospongus gardineri Callyspongia biru 1

Eudistoma sp. Lemnalia africana Lemnalia madagascariensis Monanchora unguiculata

Pseudoceratina sp. Stylissa carteri

Figure 2 : Organismes sélectionnés pour leur composition chimique.

Les chromatogrammes obtenus par CLHP-DAD-SM (Figure 3) ont montré que les extraits
bruts de Acanthella cavernosa, Amphimedon sp., Callyspongia biru, Eudistoma sp. et Pseudoceratina
sp. étaient relativement « simples », c’est-a-dire constitués de quelques composés majoritaires.
Les profils obtenus pour Aulospongus gardineri, Lemnalia africana, Lemnalia madagascariensis,
Monanchora unguiculata et Stylissa carteri dénotent des compositions en molécules diverses plus
importantes. On peut également noter que les éponges Amphimedon sp., Pseudoceratina sp.,
Stylissa carteri et l'ascidie Eudistoma sp. présentent notamment des composés bromés
(intéressants car souvent associés a une activité cytotoxique), repérés sur le spectre SM par des
massifs isotopiques caractéristiques, dus a 'abondance des isotopes du brome 7°Br (50,69%) et
81Br (49,31%) ; I'éponge Monanchora unguiculata, comprend beaucoup de composés de masses
impaires, souvent synonymes de composés azotés; et I'éponge Aulospongus gardineri, est
principalement constituée d'une famille de composés possédant un spectre UV singulier,

présentant tous, les quatre mémes maximums d’absorptions a Amax 222, 261, 275 et 291 nm.
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Acanthella céfernosa (TCN-M107) Amphlmedon sp (TCN-M183)
Aulospongusgardineri (TC\-H035) Collysponga biru 1 (TEN-MO72)
Eudistoma sp. (TCN-M181) ' Lemnalia africana (TCN-M187)
Lemnalm fnéqtfgascariensis (TCN-M177) \‘ n/ul\?r‘f‘flfxfllf)“r"‘a\u‘r‘x"quiculata (TCN-M121)
Pseudoceratina sp. (TCN-M105) 7 Stylissa carteri (TCN-M145)

Figure 3 : Profils CLHP-SM des 10 organismes sélectionnés.
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Figure 4 : Profils RMN 1H des 10 organismes sélectionnés.
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1.4 Le criblage biologique

Une des premieéres étapes clés dans la recherche de nouveaux candidats médicaments
d’origine naturelle, est de sélectionner des organismes présentant un potentiel biologique
intéressant. Cela passe par la réalisation d'un criblage biologique sur les extraits bruts de ces
organismes. Le choix des tests, appliqués aux extraits bruts, s’est fait en fonction des objectifs du
projet BIOMOL TCN et, c’est dans cette optique que les extraits bruts des soixante invertébrés
marins collectés et extraits ont été testés pour leurs activités cytotoxique, antipaludique,

antivirale (virus du chikungunya, enterovirus type 71 et rhinovirus type 14) et antioxydante.

1.4.1 Recherche d’activité cytotoxique

> Les tests de cytotoxicité sur cellules KB ont été réalisés sous la direction du Docteur Thierry
Cresteil puis sous la direction de I'Ingénieur de Recherche Jéréme Bignon a I'ICSN (Institut de

Chimie des Substances Naturelles de Gif-sur-Yvette), France.

¢ La cytotoxicité sur les cellules cancéreuses KB (carcinome buccal)

Le cancer est une des problématiques majeures de notre époque. En effet, en 2015, avec
385 000 nouveaux cas estimés et 149 500 déces estimés, liés a cette maladie, le cancer représente
la premiére cause de mortalité en France. C'est environ un Frangais sur quatre qui sera, au cours
de sa vie, touché par le cancer et tous seront affectés indirectement par la maladie d’'un conjoint,
d’un parent ou d’'un ami (www.roche.fr, www.e-cancer.fr). De ce fait, la recherche de nouvelles

molécules anticancéreuses est un enjeu crucial.

Sur le plan biologique, le cancer est une maladie qui résulte d'une prolifération anormale
de cellules au sein d'un tissu de I'organisme. Cette prolifération est due a une grave perturbation
des voies de signalisation de la mort cellulaire programmeée qui contrdle le développement des
tissus et a pour conséquence, lors de la division cellulaire, une supplantation ou une destruction
des cellules saines par les cellules cancéreuses. Ces cellules malsaines peuvent, soit former une
métastase et circuler dans le corps, soit former une tumeur maligne aussi appelée néoplasme. Le

cancer est une pathologie pouvant avoir plusieurs origines :

» infectieuse par contamination des virus (le papillomavirus humain est souvent un
facteur du cancer du col de I'utérus), des bactéries ou des parasites,

» endogene, provenant de I'organisme, due a une défaillance génétique,

» exogeéne, c'est-a-dire provoqué par des substances extérieures al'organisme telles que

le tabac, I'alcool, les rayonnements UV.
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C’est au vu de cette problématique que sont réalisés les tests de cytotoxicité. Ils sont, en
effet, réalisés sur différentes souches cancéreuses, afin de rétablir la mort de ces cellules. Ces tests
restent un moyen de découverte de nouvelles molécules intéressantes, potentiellement
anticancéreuses et sélectives, méme si les résultats de certains tests requierent des études

complémentaires.
o Lesrésultats

Les tests de cytotoxicité sur cellules KB (carcinome buccal) ont permis de mettre en
évidence 15 organismes inhibant cette lignée cancéreuse humaine dont 12 éponges, 2 ascidies et
un corail mou (Figures 5 et 6). Les résultats donnés dans la Figure 5 s’expriment en pourcentage
d’inhibition de la croissance cellulaire calculé pour une concentration en extrait brut de 10 pg/mL.
Ne sont présents sur celle-ci que les éponges ayant présenté une cytotoxicité sur cellules KB

supérieure a 70% d’inhibition.

Amphimedon sp. TCN-M183 100
Biemna laboutei 1 TCN-M101 100

Callyspongia biru 1 TCN-MO075 97

Callyspongia biru 2 TCN-MO079 — 100

Eudistoma sp. TCN-M181 98
Haliclona sp. TCN-M173 100
Hemiasterella intermedia TCN-M147 97
Jaspis diastra 1 TCN-M137 96

Jaspis digstra 2 TCN-M169 T " 85
Lemnalia madagascariensis TCN-M177 T ——" 09

Monanchora unguiculata TCN-M121 = 99
Stylissa carteri TCN-M145 93

Ascidie non identifiée TCN-M081 TR EREEEEEEEE I 32

Eponge non identifiée TCN-M165 MBI | 100

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
% d'inhibition a 10 ug/mL

Figure 5 : Cytotoxicité des 15 organismes les plus actifs : inhibition de la croissance des cellules cancéreuses KB.
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Photo
manquante

Amphimedon sp. Biemna laboutei 1 Biemna laboutei 2

Jaspis diastra 1 Lemnalia madagascariensis Monanchora unguiculata Stylissa carteri

Eponge non identifiée TCN-M165

Figure 6 : Principaux organismes sélectionnés pour leur cytotoxicité sur la lignée cancéreuse KB.

1.4.2 Recherche d’activité antipaludique

» Les tests d’activité antipaludique ont été réalisés sous la direction du Professeur Michel

Frédérich au Laboratoire de Pharmacognosie de I'Université de Liége, Belgique.

e L’activité antipaludique

Selon les derniéres estimations de I'OMS, publiées en décembre dernier, on a compté en
2015, 214 millions de cas de paludisme et 438 000 déces (www.who.int), cela en fait la maladie
parasitaire la plus fréquente et la plus observée dans le monde. En 2015, 3,2 milliards de
personnes environ, soit prés de la moitié de la population mondiale, étaient exposées au risque de
contracter le paludisme. La majorité des cas et des décés dus a cette maladie surviennent en
Afrique subsaharienne, toutefois, 1'Asie, 'Amérique latine et le Moyen-Orient sont également

2

affectés. En 2015, 95 pays et territoires étaient confrontés a une transmission continue du
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paludisme. Les enfants de moins de 5 ans risquent tout particuliérement de contracter I'infection,
de tomber malades et de mourir; plus des deux tiers (70%) des déces dus au paludisme

surviennent dans cette tranche d’age.

Egalement appelé malaria, le paludisme est une maladie infectieuse due a cinq especes de
parasites du genre Plasmodium, la plus étudiée étant Plasmodium falciparum, car c’est I'une des
plus dangereuse. Ce parasite est transmis a 'Homme lors de piqures de moustiques femelles
appartenant au genre Anopheles. Les principaux symptomes, fievre, maux de téte, frissons et
vomissements, apparaissent au bout de sept jours ou plus (généralement 10 a 15 jours) apres la
piqiire de moustique infectante. Ceux-ci peuvent souvent étre difficiles a attribuer au paludisme,
or si la maladie n’est pas traitée dans les 24 heures, le paludisme lié au parasite Plasmodium

falciparum peut évoluer vers une affection sévere souvent mortelle.

Méme si entre 2000 et 2015, l'incidence du paludisme a reculé chez les populations
exposées de 37% a I'échelle mondiale tandis que le taux de mortalité a baissé de 60%, il est
important de continuer a chercher des solutions a ce fléau qui pourrait connaitre une résurgence

due a trois problématiques :

» En raison du réchauffement climatique, de la mondialisation et de l'introduction
accidentelle de moustiques porteurs du parasite, d’autres zones du monde jusque-la
épargnées, commencent a étre affectées.

» Ces dernieres années, une résistance des moustiques aux pyréthrinoides (insecticides
couramment utilisés) a fait son apparition dans de nombreux pays. Cela affecte la lutte
antivectorielle, qui est en grande partie responsable des succes obtenus contre le
paludisme.

» Larésistance aux antipaludiques est un probleme récurrent. Cela avait déja été le cas
dans les années 1970 et 1980, ou la résistance de Plasmodium falciparum aux
précédentes générations de médicaments comme la chloroquine et la sulfadoxine-
pyriméthamine (SP) s’était généralisée, inversant la tendance des progrés accomplis
en matiére de survie de l'enfant. Une résistance a l'artémisinine (principal
antipaludique utilisé actuellement) a été signalée dans 5 pays du Bassin du
Mékong. Dans certaines régions du Cambodge et de la Thailande, on observe méme
une multirésistance de Plasmodium falciparum a I'artémisinine et aux médicaments

associés (Dondorp A. M. et al, 2009 ; Dondorp A. M. et al., 2010).

C’est pour apporter une solution a cet effet de résistance que les tests antipaludiques sont
réalisés. La recherche de nouveaux antipaludiques étant le seul moyen de lutter contre cette

résistance aux molécules actuellement utilisées.
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e Lesrésultats

L’activité antipaludique a été évaluée in vitro a travers l'activité antiproliférative sur le
parasite Plasmodium falciparum (souche 3D7) (Jansen, O. et al., 2012). Ces tests ont permis de
mettre en évidence 7 organismes présentant une activité antipaludique, et ce sont toutes des
éponges (Figures 7 et 8). Les résultats exposés dans la Figure 7 expriment la Cls c’est-a-dire la

concentration inhibant 50% de la croissance du parasite Plasmodium falciparum.

Acanthella cavernosa TCN-M107 A 5,73
Biemna laboutei 1 TcN-M101 TR 6,16
Eponge non identifiée TCN-M173 A 3,47
Jaspis diastra 1 TCN-p137 (R 2,52
Jaspis diastra 2 TCN-M169 A — 11,08
Monanchora unguiculata TCN-M121 A 2,26
Stylissa carteri TCN-M145 TR 4,40
0 2 4 6 8 10 12
Cl5o (ng/mL)

Figure 7 : Activité antiplasmodium des organismes les plus actifs :
concentration inhibant 50% de la croissance de Plasmodium falciparum.

Jaspis diastra 2 Monanchora unguiculata Stylissa carteri

Figure 8 : Principales éponges sélectionnées pour leur activité antiplasmodium.
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1.4.3 Recherche d’activités antivirales

» Les tests d’activité antipaludique ont été réalisés sous la direction du Professeur Peter Leyssen
au Laboratoire de Virologie et Chimiothérapie (KU-LEUVEN) de I'Institut Rega pour la

Recherche Médicale de I'Université Catholique de Leuven.

e L’activité antivirale sur :

% Le virus du Chikungunya (souche 899)

Le chikungunya est une maladie virale transmise par des moustiques du genre Aedes et
décrite pour la premiere fois dans le sud de la Tanzanie en 1952. Il s'agit d'un arbovirus®
appartenant a la famille des Togaviridae, et au genre Alphavirus. Les infections humaines, sont
restées peu nombreuses et tres localisées (uniquement en Afrique et Asie du Sud-Est) pendant un
certain nombre d'années, mais depuis les années 2000, on assiste réguliérement a des flambées
importantes de la maladie qui s’est propagée a travers le monde touchant maintenant, I'Afrique,
I’Asie du Sud-Est, I'’Amérique, I'Océan Indien et méme le sud de I'Europe. Au fil de ces épidémies,
ce sont des millions de personnes qui sont touchées, par exemple, I'Inde, I'Indonésie, les Maldives,
le Myanmar et la Thailande (1,9 millions de cas depuis 2005), 'Amérique et les Antilles (1,3
millions de cas entre 2013 et 2015) ou encore La Réunion (270 000 cas entre 2005 et 2007)

(www.pasteur.fr, www.chikungunya.net, www.who.int).

Le nom de «chikungunya» vient de la langue makonde et signifie «devenir tordu», ce qui
décrit1'apparence voiitée de ceux qui en sont affectés. Ceci est dii a 'arthralgie”, un des principaux
symptémes avec également I'apparition brutale de fieévre. D’autres symptémes sont communs,
notamment myalgies”, céphalées”, nausées, fatigue et éruptions cutanées. A I'heure actuelle, il
n'existe pas de médicament contre cette maladie, le traitement est essentiellement
symptomatique et c’est pour cela que depuis une dizaine d’années, de nombreux laboratoires se
sont alors attachés a chercher des solutions afin de combattre cette maladie, soit en développant
de nouveaux agents répulsifs de moustiques, soit en trouvant des nouveaux principes actifs

capables d’agir sur le virus.
+ L’entérovirus type 71 (souche BrCr)

Les Enterovirus se distribuent partout dans le monde, circulant tout au long de 'année
dans les régions tropicales et principalement en été et en automne dans les zones tempérées. Ils
sont associés a diverses maladies affectant 'Homme, la plus connue étant la poliomyélite,
provoqué par le poliovirus, maladie ayant handicapé ou tué plusieurs millions de personnes a

travers le monde au cours des XIXi¢me et XXitme sigcles. D’autres Enterovirus (coxsackie,
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echovirus ...) peuvent donner des maladies diverses, dont les principales sont la myalgie
épidémique, les méningites lymphocytaires bégnines et la grippe estivale, mais peuvent
également étre a l'origine de troubles plus graves comme les péricardites”, pleurésies”,
myocardites” ou encéphalites®. IIs touchent principalement les enfants de moins de 15 ans, sont
transmissibles par contact et sont trés résistants aux agents extérieurs. Il existe peu de

traitements connus comme étant efficaces.

R/

+ Lerhinovirus type 14 (phénotype sauvage)

Les rhinovirus sont les agents responsables de la majorité des infections des voies
aériennes supérieures bénignes, habituellement appelées rhumes. La transmission de ces virus se
fait par contact direct ou par voie aérienne. Généralement, ils provoquent des infections bénignes.
Toutefois, ils sont parfois responsables d’infections séveres, en particulier chez des patients
asthmatiques ou chez les tres jeunes enfants. Ces infections respiratoires hautes sont une des
premieres causes d’absentéisme dans les pays tempérés industrialisés, elles représentent donc un

colit non négligeable pour la société.
e Lesrésultats

L’activité antivirale a été évaluée in vitro a travers 'activité antiproliférative sur les virus
CHIKV (souche 899), I'entérovirus type 71 (souche BrCr) et le rhinovirus type 14 (phénotype
sauvage). Ces tests, réalisés selon le protocole décrit par Nothias-Scaglia L. F. et al,, 2015, ont
permis de mettre en évidence 4 organismes présentant une activité antichikungunya, trois coraux
mous et une éponge (Figures 9 et 10). Les tests sur les deux autres virus n’ont pas donné de
résultats positifs. Les résultats exposés dans la Figure 9 expriment la CEsg, c’est-a-dire la
concentration efficace tuant 50% des cellules virales (virus CHIKV), mais aussi la CCsy, c’est-a-dire
la concentration de la molécule réduisant de 50% la viabilité d'un stock de cellules infectées par
le virus CHIKV, afin de définir un index de sélectivité Is (ratio CCso/CEsg). Pour I'éponge
Myrmekioderma granulatum (TCN-M077),1a CCso n’a pas pu étre déterminée car supérieure a 100

pg/mL et par conséquent, I'index de sélectivité Is non plus.
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Sinularia polydactyla TCN-M153

57,10
Sarcophyton trocheliophorum TCN-M191 52,20 .l
CE50 (pg/mL)
Sarcophyton stolidotum TCN-MO099 a kg m CC50 (ug/mL)

ND

Myrmekioderma granulatum TCN-MO077 > 100

Figure 9 : Activité antichikungunya des organismes les plus actifs.

E

-

Myrmekioderma Sarcophyton Sarcophyton Sinularia
granulatum (TCN-M077) trocheliophorum stolidotum (TCN-M099) polydactyla

Figure 10 : Eponges sélectionnées pour leur activité antichikungunya.
1.4.4 Recherche d’activité antioxydante

e L’activité antioxydante

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’especes oxygénées
activées (EOA) et les défenses antioxydantes de 'organisme, en faveur des premiéres. Notre mode
de vie (tabagisme, alcoolisme, obésité, exercice physique intense), mais aussi nos mauvaises
habitudes alimentaires, augmentent de facon anormale la production des EOA dans notre
organisme. A long terme, ceci peut contribuer a l'apparition de diverses pathologies liées au
vieillissement comme les cancers ou les maladies cardio-vasculaires. Tous ces effets délétéres
montrent la nécessité d’augmenter 'apport en antioxydants afin de rétablir les capacités de

défense naturelle de 'organisme.

L’une des sources peut étre apportée par l'alimentation sous forme de fruits et légumes
riches en vitamines C, E, caroténoides, ubiquinone, flavonoides ou glutathion. On assiste donc

depuis quelques années au développement de nombreux produits antioxydants (alicaments,
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compléments alimentaires, médicaments, crémes de soin apaisantes, antiradicalaires, anti-ages...)
contenant dans certains cas des molécules complexes d'origine naturelle en polyphénols,

flavonoides, anthocyanosides, caroténoides...
e Les résultats

L’activité antioxydante a été testée a travers deux tests, qui ont été adaptés et appliqués

aux extraits bruts des organismes marins :

- Le test FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter), mesurant la
capacité de réduction des ions ferriques en ion ferreux des molécules testées
(Benzie L.F. et Strain |., 1996).

- Le test ABTS (sel dammonium de l'acide 2,2’-azinobis-3-

éthylbenzothiazoline-6-sulfonique), basé sur la capacité de neutralisation d'un

radical - cation ABTS" des molécules testées (Re R. et al,, 1999).

Les résultats d’activité antioxydante sont exprimés par rapport a une molécule de
référence possédant de forte propriété antioxydante connue sous le nom de Trolox qui est un
analogue hydrosoluble de la vitamine E. Les résultats sont donc exprimés en uM Equivalent

Trolox/mg d’extrait.

HO O

OH
O

Trolox

Parmi les 60 extraits bruts d’organismes marins testés, cinq extraits d’éponges ont montré
une activité sur au moins un des deux tests (Figures 11 et 12). En revanche, seule le corail mou
Rhytisma fulvum fulvum (TCN-M161 et TCN-M163) a montré une activité remarquable sur les
deux tests. Pour chacun des organismes, les activités antioxydantes, évaluées en pM Equivalent
Trolox / mg d’extrait different selon le test. Elles sont toutes supérieures pour le test ABTS. Les
molécules actives de ces cinq organismes ont donc une capacité supérieure a piéger les radicaux

ABTSe par rapport aux ions ferriques.
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38
Biemna laboutei TCN-M101 — 397
33
Biemna laboutei TCN-M103 334
103
Haliclona tulearensis TCN-M141 253
429
Rhytisma fulvum fulvum TCN-M161 750
) 459
Rhytisma fulvum fulvum TCN-M163 1070
0 200 400 600 800 1000 1200

MM Equivalent Trolox / mg d'extrait brut

Figure 11 : Activité antioxydante des 5 invertébrés marins les plus actifs.

H FRAP
H ABTS

A

Rhytisma fulvum fulvum TCN-M161 Rhytisma fulvum fulvum TCN-M163

Figure 12 : Corail mou sélectionné pour son activité antioxydante.

I.5 Données bibliographiques

A l'exception des organismes déja étudiés au laboratoire (Biemna laboutei) et des

organismes confiés pour étude au Professeur Yoel Kashman (Hemiasterella intermedia, Jaspis

diastra et Rhytisma fulvum fulvum), une étude bibliographique (Tableau I) a été menée sur le

genre afin de relever le nombre de publications relatives a chaque genre ainsi que le nombre de

molécules qui en ont été isolées. Le travail a donc été effectué sur 16 especes regroupées en 13

genres : 9 genres d’éponges, 3 genres de coraux mous et 1 genre d’ascidie. Cela a permis d’avoir

un apercu des travaux déja effectués sur chacun de ces organismes, et ainsi savoir si leur

composition était déja tres étudiée.
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Tableau I : Nombre de publications et de composés isolés référencés
dans la base de données MarinLit pour les 13 genres recensés.

Type d’organisme Genre Nombre de publications Nombre de composés
isolés

Eponge Acanthella 107 147
Eponge Amphimedon 139 132
Eponge Aulospongus 0 0
Eponge Callyspongia 145 172
Ascidie Eudistoma 159 114
Eponge Haliclona 347 328
Corail mou Lemnalia 45 100
Eponge Monanchora 49 67
Eponge Myrmekioderma 23 53
Eponge Pseudoceratina 85 108
Corail mou Sarcophyton 304 531
Corail mou Sinularia 449 802
Eponge Stylissa 56 64

Enfin, les analyses par CLHP-SM et RMN !H ont été couplées aux données de la littérature
selon la base de données « MarinLit » afin de déterminer si les extraits bruts de tous ces
organismes étaient constitués de composés dont les masses moléculaires laissaient présumer la
présence de structures nouvelles. C'est le cas pour Acanthella cavernosa, Amphimedon sp.,
Aulospongus gardineri, Lemnalia africana, Lemnalia madagascariensis, Monanchora unguiculata et

Stylissa carterl.
Concernant les autres organismes :

- Les éponges Callyspongia biru et Myrmekioderma granulatum ne présentent pas un
profil CLHP-SM vraiment exploitable. Il est donc difficile de relever des masses
moléculaires pour les comparer a la littérature.

- L’éponge Haliclona sp., possede deux composés majoritaires de masse m/z 369,4
(ESI*) pouvant correspondre a la papuamine (Baker B. J. et al, 1988) et a
I'haliclonadiamide (Fahy E. et al, 1988), molécules isolées d’éponges du genre
Haliclona.

- L’éponge Pseudoceratina sp., possede majoritairement des composés bromés ayant
des masses pouvant correspondre aux bromotyrosines (molécules caractéristiques de
I'ordre des Verongiida) comme notamment les pseudocératinines A et B et
I'aplysamine-2 (Benharref A. et al., 1996), molécules isolées de Pseudoceratina

verrucosa.
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- L’ascidie Eudistoma sp., possede des pics majoritaires pouvant correspondre a
I'eudistomine G, H (Kobayashi J. et al., 1984),'’eudistomine X (Schupp P. et al., 2003)
et'eudistalbine B (Adesanya S. A. et al., 1992).

- Les coraux mous des genres Sinularia et Sarcophyton ont clairement été trés étudiés.
Pour Sinularia polydactyla, si I'on fait un recoupement entre 'analyse CLHP-SM et la
base de données « MarinLit», le pic majoritaire de masse 349,2 (ESI*) peut
correspondre a 28 molécules isolées de coraux mous du genre Sinularia. Ces molécules
sont toutes des diterpénoides. Il en est de méme pour Sarcophyton trocheliophorum,
dont le composé majoritaire a une masse de 303,2 (ESI+) soit 21 molécules possibles,
toutes des diterpénoides, isolées de coraux mous du genre Sarcophyton. Pour
Sarcophyton stolidotum, les masses des composés majoritaires correspondent

également a des diterpénoides.

1.6 Organismes sélectionnés

Une corrélation entre les données obtenues par le criblage chimique, le criblage biologique
et les données bibliographiques menés sur les extraits bruts des 49 espéces d’invertébrés marins
étudiés (certaines especes pouvant étre représentées par plusieurs échantillons) a été faite et a

été représentée dans le Tableau II.
Parmi les 49 espéces testées :
» 33 sont dépourvus d’'intérét chimique et d’activité biologique :

Biemna triraphis (TCN-M129), Callyspongia sp. (TCN-M133), Callyspongia sp. « black » (TCN-
MO083), Didemnum molle (TCN-M087, TCN-M089, TCN-M091, TCN-M095, TCN-M097), Haliclona
aff. fascigera (TCN-M155), Haliclona fascigera (TCN-M123), Haliclona polypoides (TCN-M109),
Haliclona tulearensis (TCN-M141), Haliclona sp. (TCN-M193), Haliclona sp. « black » (TCN-M179),
Leucetta sp. (TCN-M143), Liosina paradoxa (TCN-M119), Lobophytum depressum (TCN-M159),
Mycale parishi (TCN-M117), Myrmekioderma granulatum (TCN-M093 et TCN-M167), Oceanapia
globosa (TCN-M125, Sarcophyton stolidotum (TCN-M135), Sarcophyton subviride (TCN-M157),
Sinularia crucita (TCN-M185), Sinularia humesi (TCN-M175), Sinularia notanda (TCN-M189),
Ascidie non identifiée 2 (TCN-M127), Coraux mous non identifiés 1, 2 et 3 (TCN-M115, TCN-M139,
TCN-M171), Eponges non identifiées 1, 2 et 3 (TCN-M111, TCN-M113, TCN-M151).

» 3 présentent uniquement un intérét chimique :
Dragmacidon coccineum ou Ulosa rubra (TCN-M149), Phyllospongia ou Ledenfeldia (TCN-M131)

et Pseudoceratina sp. (TCN-M105).
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» 2 présentent a la fois un intérét chimique et bibliographique :
Aulospongus gardineri (TCN-M085) et Lemnalia africana (TCN-M187).

» 8 présentent uniquement un intérét pour leurs activités biologiques mais pas

d’intérét chimique et bibliographique :

Callyspongia biru (TCN-MO079), Haliclona sp. (TCN-M173), Myrmekioderma granulatum (TCN-
MO077), Sarcophyton stolidotum (TCN-M099), Sarcophyton trocheliophorum (TCN-M191),
Sinularia polydactyla (TCN-M153), Ascidie non identifiée 1 (TCN-MO081) et Eponge non identifiée
4 (TCN-M165).

» 9 présentent a la fois un intérét pour leurs activités biologiques et un intérét

chimique mais pas d’intérét bibliographique :

Biemna laboutei (TCN-M101, TCN-M103), Callyspongia biru (TCN-MO075), Eudistoma sp. (TCN-
M181), Hemiasterella intermedia (TCN-M147), Jaspis diastra (TCN-M137, TCN-M169) et Rhytisma
fulvum fulvum (TCN-M161, TCN-M163).

» 5 présentent a la fois un intérét pour leurs activités biologiques, un intérét

chimique et un intérét bibliographique :

Acanthella cavernosa (TCN-M107), Amphimedon sp. (TCN-M183), Lemnalia madagascariensis
(TCN-M177), Monanchora unguiculata (TCN-M121) et Stylissa carteri (TCN-M145).

Les organismes présents dans ce dernier groupe sont donc ceux présentant le meilleur
potentiel de nouveaux candidats médicaments. Ainsi, dans le cadre de ces travaux de these, les

éponges Monanchora unguiculata et Amphimedon sp. ont été choisies.

» Monanchora unguiculata est'organisme qui présente la meilleure activité antipaludique (Clso
2,26 pg/mL) ainsi qu’'une cytotoxicité sur cellule KB élevée (99% d’inhibition a 10 pg/mL).
Son analyse par CLHP-SM (ESI+*) a également révélé la présence d’'un composé majoritaire non
répertorié dans la littérature (m/z 869,7).

» Amphimedon sp. est I'une des deux éponges identifiées n’ayant pas encore été étudiées au
laboratoire (avec Callyspongia biru) et présentant la plus haute cytotoxicité sur cellule KB
(100% d’inhibition a 10 pg/mL). Le profil CLHP-SM (ESI*) a révélé la présence de composés

polybromés, atypiques du genre Amphimedon.

Cependant, un autre organisme a également été retenu, il s’agit de 'éponge Aulospongus
gardineri, dont le genre n’a fait 'objet d’aucune publication. Elle sera donc également étudiée afin

d’enrichir I'état de I'art, totalement inexistant a son sujet.
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Tableau II : Bilan des criblages chimique et biologiques et des données bibliographiques.

Criblage biologique

. Criblage Données
Echantillon chimique Cytotoxicité  Activité  Activitéanti-  Activitt  Bipliographiques
KB antipaludique chikungunya antioxydante
Acanthella cavernosa TCN-M107
Amphimedon sp. TCN-M183

TCN-M085

Aulospongus gardineri

TCN-M101

Biemna laboutei

TCN-M103
Biemna triraphis TCN-M129
capsporgia g 1075 I
TCN-M079
Callyspongia sp. TCN-M133
Callyspongia sp. « black » TCN-M083
TCN-M087
TCN-M089
Didemnum molle TCN-M091
TCN-M095
TCN-M097
Dragmacidon coccineum TCN-M149
ou Ulosa rubra
Eudistoma sp. TCN-M181
Haliclona aff. fascigera TCN-M155
Haliclona fascigera TCN-M123
Haliclona polypoides TCN-M109
Haliclona tulearensis TCN-M141
Haliclona sp. TCN-M173
TCN-M193
Haliclona sp. « black » TCN-M179

Hemiasterella intermedia TCN-M147

TCN-M137
TCN-M169

Jaspis diastra

Lemnalia africana TCN-M187
Lemnalia o TCN-M177
madagascariensis
Leucetta sp. TCN-M143
Liosina paradoxa TCN-M119
Lobophytum depressum TCN-M159
Monanchora unguiculata_TCN-M121 [ T
Mycale parishi TCN-M117
. TCN-M077 |
Mymeldodena 1
9 TCN-M167
Oceanapia globosa TCN-M125
Phyllospongia ou )
Ledenfeldia TCN-M131
Pseudoceratina sp. TCN-M105
. TCN-M161
Rhytisma fulvum fulvum TCN-M163
. TCN-M099
Sarcophyton stolidotum TCN-M135
Sarcophyton subviride TCN-M157
Sarcophyton TCN-M191
trocheliophorum
Sinularia crucita TCN-M185
Sinularia humesi TCN-M175
Sinularia notanda TCN-M189
Sinularia polydactyla TCN-M153
Stylissa carteri TCN-M145
Ascidie non identifiée 1 TCN-M081
Ascidie non identifiée 2 TCN-M127

Corail mou non identifié 1 TCN-M115

Corail mou non identifié 2 TCN-M139

Corail mou non identifié 3 TCN-M171

Eponge non identifiée 1 TCN-M111

Eponge non identifiée 2 TCN-M113
Eponge non identifiée 3 TCN-M151
Eponge non identifiée 4 TCN-M165 _
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Chapitre 1 - Etude de I'éponge Monanchora unguiculata (Dendy, 1922)

II.1 Eléments bibliographiques sur Monanchora unguiculata (Dendy,
1922)

I1.1.1 Localisation du genre Monanchora (Carter, 1883)

Les éponges du genre Monanchora sont principalement localisées dans 1'Océan Indien
(Canal du Mozambique, Seychelles, Mer des Laquedives, Golf du Bengale, Mer de Timor, Australie),
I'Océan Pacifique (Mer jaune, Hawai, Mer de Béring, Canada) et dans I'Océan Atlantique (Mer des

Caraibes, Golfe du Mexique, Brésil) (Figure 13) (www.marinespecies.org, www.iobis.org).

s Laedies

Figure 13 : Lieux de collectes d'éponges du genre Monanchora (crédit geoportail.gouv.fr).

I1.1.2 Position systématique et description du genre Monanchora
(Carter, 1883)

% Position systématique (www.marinespecies.org)

Avec trois autres genres, Crambe (Vosmaer, 1880), Discorhabdella (Dendy, 1924) et
Lithochela (Burton, 1929), le genre Monanchora (Carter, 1883) appartient a la famille des

Crambeidae (ordre Poecilosclerida).

Royaume: Animal
Phylum: Porifera
Classe: Demospongiae
Ordre: Poecilosclerida
Famille: Crambeidae

Genre: Monanchora
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Synonymes du genre Monanchora: Amorphocladia (Topsent, 1930)
Ectyobatzella (Burton & Rao, 1932)
Fasubera (de Laubenfels, 1936)
[Fasuberea] (Lévi, 1958)
Folitispa (de Laubenfels, 1936)
Neofolitispa (Bergquist, 1965)
Okadaia (de Laubenfels, 1936)

% Description morphologique (Van Soest R. W. M., 1990)

Le genre Monanchora a été érigé par Carter (1883) pour décrire une espéce récoltée dans
le Sud-Ouest de 'Australie, Monanchora clathrata Carter, 1883. Ce genre, regroupant a ’heure
actuelle 14 espéces d’éponges, est décrit comme possédant un squelette choanosomique® plumeux
ou plumo-réticulé avec un développement important de fibres de spongine” contenant un faisceau
irrégulier de mégascléres” siliceuses de types subtylostyles”. Le squelette ectosomique” est
constitué de spicules” disposés en brosse. Ce genre possede également des microscléres” d'une ou
plusieurs catégories de chéles” spatulées - unguiféres qui ont tendance a avoir un tronc cannelé a

I’état adulte.

I1.1.3 Cas particulier de I'espece Monanchora
unguiculata (Dendy, 1922) : localisation et description
morphologique

+ Localisation (www.marinespecies.org)

L’éponge Monanchora unguiculata, initialement décrite sous le nom d’Amphilectus
unguiculatus par Dendy en 1922, a été répertoriée uniquement dans I'Océan Indien. Elle a été
collectée aux Seychelles (Dendy A., 1922 ; Braeckman ]. C. et al.,, 2000), sur les cotes malgaches
dans le Canal du Mozambique (Vacelet ]. et al., 1976) et aux Maldives dans la Mer des Laquedives

(Meragelman K. M. et al., 2004).

R/

« Description morphologique

L’éponge Monanchora unguiculata (Figure 14) se présente sous une forme encrotitante,
qui a tendance a rester relativement peu épaisse mais a s’étendre en surface. Elle peut étre fixée
sur des coraux morts. C’est une éponge trés finement incrustante dont la surface est lisse et
subglabre. Elle est de couleur rouge vif et a une texture douce avec une fine membrane dermique

translucide facilement séparable.

Le squelette est constitué de faisceaux de spicules de types tylostyles®, partant du
squelette choanosomique et allant dans le squelette ectosomique en formant des ramifications en

forme de brosse subdermales.
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- Mégascléres : minces tylostyles, droites avec des tétes généralement ovales assez bien
développées ; s'amenuisant progressivement vers un apex tres pointu, qui peut cependant
étre mucroné® ou émoussé. Leur taille varie de 0,32 a 0,0055mm.

- Microscleres : Isocheles de formes particuliéres et variables. Le tronc est habituellement
fortement incurvé, non ailé, avec un nombre variable de dents en forme de griffe
(unguiferes) a chaque terminaison. Leur taille peut aller jusqu’a 0,03 mm avec un tronc

d’environ 0,004 mm d’épaisseur (Figure 15).

Figure 14 : Photographie in situ de Monanchora unguiculata
(Crédit LCSNSA).
Figure 15 : Photographie de microscléres
unguiféres de Monanchora unguiculata
(crédit Van Soest R. W. M., 1990).

I1.1.4 Travaux chimiques antérieurs relatifs au genre Monanchora
(Carter, 1883)

Les éponges de I'ordre des Poecilosclerida sont tres riches en métabolites secondaires, en
effet, environ 900 molécules ont été isolées d’éponges de cet ordre. Si I'on se concentre plus
spécifiquement sur le genre Monanchora, a ce jour, 88 molécules en ont été isolées. La littérature
fait mention de stérols, de sesterterpénoides, d’alcaloides pyroliques et d’alcaloides

guanidiniques.

I1.1.4.1 Les stérols

On compte a ce jour 8 stérols isolés du genre Monanchora (Santalova E. A. et al., 2007). Ce
sont tous des dérivés du 5a-cholestan-3 -0l (M1), un stérol saturé isolé de 'éponge Monanchora
clathrata (Santalova E. A. et al,, 2007). Ces dérivés different du 5 a-cholestan-3$-ol par la présence
d’insaturations dans le noyau tétracyclique et sur la chaine isooctane ainsi que par la présence de

groupements méthyles ou éthyles sur cette méme chaine.
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HO FI HO
5a-cholestan-3 -0l (M1) cholest-5-én-3 -0l (cholestérol) (M2)
R R
HO H
5a-cholest-7-én-34-0l (M3) R=H 5a-cholesta-7,22E-dién-3 -0l (M6) R = H
24 &-méthyl-5a-cholest-7-én-34-0l (M4) R = CHs 24 &méthyl-5a-cholesta-7,22E-dién-3 -0l (M7) R = CH3
24 &-éthyl-5a-cholest-7-én-3 -0l (M5) R = CH2CH3 24 &-éthyl-5o-cholesta-7,22E-dién-3 -0l (M8) R = CH2CH3s

11.1.4.2 Les sesterterpénoides

Les données de la littérature font trés peu mention de la présence de sesterterpénoides
dans les éponges du genre Monanchora ; 12 sesterterpénoides en ont été isolés. Seuls les travaux
de Wang W. et al. (2013) sur I'éponge Monanchora sp. collectée en Corée du Sud dans la Mer jaune,
relevent leurs présences. Les auteurs ont isolés trois sesterterpénoides de structures connues ; il
s’'agit des phorbakétals A, B et C (Rho J. R. et al, 2009) et neuf structures nouvelles, les
phorbakétals D - K (M9 - M16) et la phorbine A (M17). Leur activité cytotoxiques sur plusieurs
lignées cellulaires cancéreuses a été étudiée ; les phorbakétals H et I ont montré une activité
cytotoxique significative sur les cellules cancéreuses A498 (rein humain) etla phorbine A a montré

une activité cyctotoxique significative sur les cellules cancéreuses MIA-paca et PANC-1 (pancréas

humain).
OH OH o OH
_~_|_ooH R =
e Wj “0 Wj ot ]
NS ™ N
phorbakétal D (M9) phorbakétal E (M10) phorbakétal F (M11) R1= OAc; Rz2=H
phorbakétal G (M12) R1=H; R2= OAc
H__O H__O
Ry
SeaT Rl FoRTN AR B
(o] wj Ko} wj Op_n\ = P4
B N
“OH
phorbakétal H (M13) R1=OH; R2=H phorbakétal I (M14) phorbine A (M17)

phorbakétal ] (M15) R1= OAc; R2=H
phorbakétal K (M16) R1=H; Rz2= OAc
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II.1.4.3 Les alcaloides

Les éponges du genre Monanchora sont connues pour leur richesse en alcaloides. A ce jour,
pas moins de 71 alcaloides ont été isolés des éponges du genre Monanchora (Groszel G. et al,
1994 ; Tavares R. et al.,, 1995 ; Venkateswarlu Y. et al, 1999 ; Braeckman ]. C. et al, 2000 ; Chang
N.F.etal, 2003 ;HuaH. M.etal, 2004 ; Meragelman K. M. et al., 2004 ; Gallimore W. A.et al, 2005 ;
Bensemhoun J. et al.,, 2007 ; Hua H. M. et al,, 2007 ; Laville R. et al., 2009 ; Takishima S. et al., 2009 ;
Guzii A. G. etal, 2010 ; Ferreira E. G. et al,, 2011 ; Makarieva T. N. et al, 2011 ; Makarieva T. N. et
al, 2012 ; Guzii A. G. et al,, 2013 ; Makarieva T. N. et al, 2013 ; Tabakmakher K. M. et al,, 2013 ;
Makarieva T. N. et al., 2014 ; Santos M. F. C. et al, 2015 ; Tabakmakher K. M. et al,, 2015 ; El-
Demerdash A. et al, 2016). Seuls deux de ces alcaloides ne possedent pas de motif guanidine, il
s’agit d’alcaloides pyrroliques, I'axynohydantoine (M18) et le débromoaxynohydantoine
(M19), isolés de Monanchora sp. collectée en Papouasie Nouvelle Guinée (Groszel G. et al,, 1994).
Ceux-ci ont été isolés conjointement avec deux autres alcaloides pyrroliques qui eux possédent un

motif guanidine, ’hyménialdisine (M20) et le débromohyménialdisine (M21).

(¢]

97\
R / \ NH
N
(0]
axynohydantoine (M18) R = Br hyménialdisine (M20) R = Br
débromoaxynohydantoine (M19) R = H débromohyménialdisine (M21) R=H

Les composés guanidiniques sont naturellement présents chez différents organismes
(microorganismes terrestres et marins, invertébrés marins et terrestres, végétaux supérieurs).
Dans les éponges du genre Monanchora, ils sont majoritairement incorporés dans des structures
bi-, tri-, et pentacycliques. Seulement trois alcaloides acycliques ont été isolés de Monanchora
pulchra (Guzii A. G. etal.,, 2013 ; Makarieva T. N. et al., 2013), les pulchranines A - C (M22 - M24).
La pulchranine A a montré une bonne activité analgésique, elle posséde une activité inhibitrice

sur le récepteur TRPV1 (CEsp 41,2 uM).

NH,

)\+

s

= NG NH,
N

H

on

pulchranine A (M22)n=5
pulchranine B (M23) n=4
pulchranine C (M24) n =3
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Douze alcaloides guanidiniques bicycliques ont été isolés d’éponges du genre Monanchora.
Parmi ceux-ci, certains révelent des activités biologiques intéressantes ; la monanchorine (M27),
isolée de Monanchora unguiculata (Meragelman K. M. et al, 2004), a montré une activité
cytotoxique sur la lignée de mastocytes murins IC-2 (Clsp 11,3 uM) et la monanlidine A (M30),
isolée de Monanchora arbuscula (Santos M. F. C. et al., 2015), a révélé une activité antiparasitaire

intéressante notamment contre Trypanosoma cruzi et Leishmania infantum (Clso 8 ; 2 pM

respectivement).
NH,
+J\ NH
NN XN
\ HN’7¢7 ¥ H
~ ., ] o HN%rN NH
o o/\/\/N\KNH2 OA N:W":, N~ c)\/\/\N)kNHz
NH, OH OH
déhydrocrambine A (M25) n=8 monanchorine (M27) urupocidine A (M28) R = CH3
déhydrocrambescine A2 (M26) n = 6 urupocidine B (M29) R = CH2CH2CH3s
NH,
NH, NS
NH NSh CSA/W
n H .
N)kNH+ O\I\k\}l/ Io) o/\/\/N\fNHZ
~ O~ SOH NH,
monalidine A (M30) monanchoradine A (M31) n =4 (-)-crambescine A2 392 (M34) n=4

monanchoradine B (M32) n=5 (-)-crambescine A2 392 (M35)n=5
monanchoradine C (M33)n=6 (-)-crambescine A2 392 (M36) n=6

Pas moins de 28 alcaloides ayant une structure de type tricyclique (ou un motif tricyclique
dimerisé avec un autre motif bi- ou tricyclique) ont été isolés d’éponges appartenant au genre
Monanchora. On retrouve ces structures dans deux éponges, Monanchora arbuscula (Braeckman
J. C. et al,, 2000 ; Laville R. et al, 2009 ; Ferreira E. G. et al,, 2011 ; Santos M. F. C. et al, 2015),
également connue sous 'ancienne dénomination, Monanchora unguifera (Hua H. M. et al., 2004 ;
Gallimore W. A. et al,, 2005 ; Hua H. M. et al.,, 2007) et 'éponge Monanchora sp. (Takishima S. et al,
2009). Parmi ceux-ci, on retrouve la ptilocauline (M37) (Gallimore W. A. et al., 2005 ; Ferreira E.
G. et al, 2011) ainsi que six dérivés (M38 - M43). La mirabiline B (M39) posseéde des activités
biologiques intéressantes comme une activité antifongique contre Cryptococcus neoformans (Clso

7,0 ug/mL) et une activité antiprotozoaire contre Leishmania donovani (Clso 17 pg/mL).

NH NH NH
HNXNH HNXN HNXN
H R | R || OH
%:\/\ NN P&
8 8
ptilocauline (M37) R=H mirabiline B (M39) R =H 8ca-hydroxymirabiline B (M41)
8-hydroxyptilocauline (M38) R = OH 8-hydroxymirabiline B (M40) R = OH
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H M NJ\NH
|
tﬁ e
isoptilocauline (M42) arbusculidine (M43)

Les autres structures de type tricycliques sont toutes des batzelladines et dérivés. Parmi

celles-ci, 10 d’entre elles ont un seul motif tricyclique (M44 - M53).

hémibatzelladine ] (M51) A19-hémibatzelladine ] (M52)

A20-hémibatzelladine ] (M53)

Sept des batzelladines isolées d’éponges appartenant au genre Monanchora possedent

deux motifs tricycliques (M54 - M60).
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N o N o
H H H H
N:)\N A O)"’/fml N)\\N OJ/ N7
W NN "
W H+ ” (@] Y

batzelladine A (M54) batzelladine F (M55) n=6
norbatzelladine L. (M56) n =7
batzelladine L (M57) n=8

H H
HZNWN\/\/\O NN o H
H N/)\H 07 NA N
i N N (CH2)sCH3
batzelladine ] (M58) batzelladine M (M59) R =H

batzelladine N (M60) R = CH3

Les quatre autres dérivés de batzelladines possedent un motif tricyclique associé a un

motif bicyclique (M61 - M64)

NH NH
N)kNH c‘> H NJKNH o h X
| @f,/\{\%\o),& y %"”MO)”” NN
HZN\’Q/NMO o “ N/)\H A HzN\’L‘rN\/\/\O o - N/)\N .
H H
norbatzelladine A (M61) n=6 dinordéhydrobatzelladine B (M63)

dinorbatzelladine A (M62) n=5

dinorbatzelladine B (M64)

Un bon nombre de ces alcaloides de type tricycliques présentent des activités biologiques
intéressantes. Nous pouvons notamment citer les batzelladines C (M44) et L (M57) et la
déhydrobatzelladine C (M45), présentant des activités antiparasitaires envers Plasmodium
falciparum et Leishmania donovani du méme ordre de grandeur que les traitements
antipaludiques (chloroquine et artémisinine) et antileishmania (pétamidine et amphotéricine B)

actuels (Tableau IIT) (Hua H. M. et al., 2007).
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Tableau III : Activités antiparasitaires des batzelladines C (M37) et L (M50) et de la déhydrobatzelladine C (M38).

Molécule P. falciparum clone D6 P. falciparum clone W2 L. donovani
Clso0 (ng/mL) Clso0 (ng/mL) Clso (ng/mL)

batzelladine C (M44) 90 110 55
batzelladine L (M57) 73 96 1,9
déhydrobatzelladine C (M45) 73 130 57
chloroquine 15,5 80 -
artémisinine 6,5 4,1
pétamidine - - 1,7
amphotéricine B - - 1,8

Certaines de ces molécules ont également montré une cytotoxicité intéressante sur lignées
cellulaires cancéreuses comme par exemple les batzelladines C (M44), L (M57), M (M59) et N
(M60) et la déhydrobatzelladine C (M45), cytotoxiques sur 11 lignées cellulaires cancéreuses :
DU-145 (prostate), IGROV (ovaire), SK-BR3 (sein), SK-MEL-28 (mélanome), A549 (poumon), L-
562 (leucémie), PANCL (pancréas), HT29, LOVO, LOVO-DOX (colon), HeLa (col de I'utérus) avec
des Clspde 0,2 a5 pg/mL.

On compte a ce jour également 24 alcaloides pentacycliques isolés d’éponges du genre
Monanchora. Ces composés sont caractéristiques des éponges de I'ordre des Poecilosclerida et
méme plus précisément de la famille des Crambeidae. En effet, seuls les travaux d’Othani I. et al.
(1992) et de Palagiano E. et al. (1995) font référence a I'isolement de structures pentacycliques
provenant d’organismes autres que ceux de la famille des Crambeidae. Othani I. et al. (1992) ont
isolé la ptilomycaline A (M65) des éponges Ptilocaulis spiculifer et Hemimycale sp. Mais, aprés
ré-examination, la taxonomie du spécimen de Ptilocaulis aff- spiculifer (collection Harbor Branch)
a été réévaluée ; le spécimen semblerait étre une éponge de 'ordre des Poecilosclerida du genre
Batzella (Topsent, 1891). Il faut également signaler que deux éponges du genre Hemimycale,
Hemimycale ambigua (Sara, 1960) et Hemimycale brevicuspis (Topsent, 1892) ont été réattribuées
comme étant Crambe crambe (Schmidt, 1862). Palagiano E. et al. (1995) ont isolé de I'étoile de
mer Celerina heffernani, la ptilomycaline A (M65), la crambescidine 800 (M66) ainsi que la

céléromycaline (M67) et de I'étoile de mer Fromia monilis, 1a fromiamycaline (M70).
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ptilomycaline A (M65) n=13;Ri1=Rz2=H
crambescidine 800 (M66) n =13 ; R1=H; R2= OH
céléromycaline (M67) n=13;R1=0H;R:=H
crambescidine 786 (M68) n =12 ; R1=H; R2= OH
crambescidine 814 (M69) n =14 ; R1=H; R2= OH

crambescidine 359 (M71) R=H
16-hydroxycrambescidine 359 (M72) R = OH

(0]

.,
]f A OR,
H 0

acide crambescidique (M76) n=13; R1=H; R2=CH3
néofolitispate 1 (M77) n=14; R1 =Rz =CH3
néofolitispate 2 (M78) n =13 ; R1 =Rz = CH3
néofolistispate 3 (M79) n=12; R1 =Rz2=CH3

acide norcrambescidique (M80) n=13;Ri1=Rz=H

fromiamycaline (M70)

acide crambescidinique (M73) R =H
crambescidine 431 (M74) R = CH2CH3
ptilomycaline D (M75) R = (CH2)15CH3

crambescidine 826 (M81)

monanchocidine A (M82) R = CH2CH3; n=11
monanchocidine D (M85) R=H;n=11
monanchocidine E (M86) R = CH2CH3 ; n =10

52

monanchocidine B(M83) n =11
monanchocidine C (M84) n =12



Chapitre 1 - Etude de I'éponge Monanchora unguiculata (Dendy, 1922)

’ A\
o H H O
N N
) Y » o
v ‘1
N
NH. N 0o
N/\/\/ 2 "/]/ \/</\)\)J\N/\/\/NH2
- b , 13
R - H O

\

monanchomycaline A (M87) R = CH2CH2CH3 monanchomycaline C (M89)
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La plupart de ces alcaloides pentacycliques sont bioactifs. Ceux-ci sont pour la plupart
cytotoxiques sur lignées cellulaires cancéreuses. Par exemple la crambescidine 800 (M66) et la
ptilomycaline A (M65) sont cytotoxiques sur 11 lignées cellulaires cancéreuses: DU-145
(prostate), IGROV (ovaire), SK-BR3 (sein), SK-MEL-28 (mélanome), A549 (poumon), L-562
(leucémie), PANCL (pancréas), HT29, LOVO, LOVO-DOX (colon), HeLa (col de 'utérus) avec des
Clsode 0,04 a2 0,19 pg/mL. Ces deux molécules présentent également d’autres activités biologiques
d’intérét comme par exemple une activité antipaludique contre Plasmodium falciparum clone D6
et W2 (Cls0 0,1 pM pour les deux molécules sur les deux souches) ou encore une activité antivirale
contre le virus humain VIH-1 (CEsp 0,01 pM pour la ptilomycaline A et 0,04 pM pour la

crambescidine 800).

I.2 Etude chimique de I'éponge Monanchora unguiculata de
Madagascar

L’étude chimique de I'éponge Monanchora unguiculata collectée a Madagascar a permis
I'obtention de neuf composés (MU1 - MU9) : quatre composés connus, la crambescidine 359
(MU1), la crambescidine 800 (MU2), la fromiamycaline (MU3) et I'acide crambescidique (MU4)
ainsi que cing composés nouveaux, un alcaloide guanidinique acyclique (MU5) et quatre
composés guanidiniques pentacycliques (MU6 - MU9). Les techniques d’isolement et de
purification, ainsi que I'élucidation structurale de ces composés sont exposées ci-apres.
L’isolement des molécules ayant était réalisée au moyen de solvants acidifiés (0,1% AF ou TFA),

toutes les molécules ont été obtenues sous forme de sels.

I1.2.1 Fractionnement et isolement des métabolites secondaires

L’isolement des métabolites secondaires de 'éponge Monanchora unguiculata décrit ci-

apres, est illustré dans la Figure 16.

53



Chapitre 1 - Etude de I'éponge Monanchora unguiculata (Dendy, 1922)

25,8 g de lextrait brut dichlorométhane/méthanol (50/50 v/v) de Monanchora
unguiculata ont été fractionnés par CLMP sur une colonne de silice normale. L’élution a été
réalisée au moyen d'un systeme de solvants de polarité croissante : isohexane 100 % ; isohexane
/ AcOEt 50/50; AcOEt 100 % ; AcOEt / méthanol 50/50; méthanol 100%. Cela a permis

I'obtention de cinqg fractions.

Les analyses par CCM et CLHP-DAD-SM des 5 fractions obtenues montrent que les
fractions F1 et F2 sont majoritairement constituées de stérols et d’acides gras tandis que les
fractions F3, F4 et F5 sont principalement constituées d’alcaloides avec deux composés

majoritaires de masse m/z (ESI+) 801,6 (MU2) et 869,7 (MU6).
e Fractionnement de la fraction F3

La fraction F3 (m = 1,911 g) a donc été soumise a un autre fractionnement par CLMP sur
silice normale au moyen d'un gradient de solvant, isohexane/AcOEt/méthanol, de polarité
croissante. Sept fractions ont ainsi été obtenues (F31 - F37). Un contréle par CLPH-SM de ces sept
fractions a montré que la fraction F36 (m = 619 mg), contenait le composé majoritaire MU6. Cette
fraction a donc été sélectionnée et soumise a un troisiéme fractionnement par CLMP sur silice
normale avec un gradient AcOEt/méthanol de polarité croissante. Trois fractions en ont été
récupérées (F362 - F364). L'analyse par CLHP-SM de la fraction F363 a révélé la présence d'un
mélange de deux composés, le composé MU6 ainsi qu'un composé de masse m/z (ESI*) 468,4
(MUS5). Deux purifications successives ont été menées sur F363. Celles-ci ont été effectuées par
CLHP-UV (205 nm) semi-préparative sur colonne en phase inverse (Waters Sunfire C18, 5 um, 10
x 250 mm) éluée par un gradient eau + 0,1% acide formique / acétonitrile + 0,1 % acide formique.
Ces derniéres purifications ont permis d’obtenir les deux composés MU5 (m = 3,5 mg) et MU6 (m

=14 mg).
e Fractionnement de la fraction F4

La fraction F4 (m = 3,168 g) a également été retravaillée. Elle a été soumise a un
fractionnement par CLHP-UV (205 nm) préparative sur colonne en phase inverse (Waters Sunfire
Préparative C18, 5 pm, 19 x 150 mm) éluée par un gradient eau + 0,1% acide formique /
acétonitrile + 0,1 % acide formique. Six fractions (F41 - F46) ont ainsi été collectées. F42 (m = 62
mg) a été fractionnée de nouveau par CLHP-UV (205 nm) sur colonne en phase inverse (Waters
Sunfire C18, 5 pm, 10 x 250 mm) éluée par un gradient eau + 0,1% acide formique / acétonitrile +
0,1 % acide formique pour donner quatre fractions (F421 - F424). La fraction F423 (m = 9 mg)
contientle composé MU1 (m = 5 mg), qui a été purifié par CLPH semi-préparative sur une colonne
phase inverse (Waters Sunfire C18, 5 pym, 10 x 250 mm) éluée par un mélange de solvants

isocratiques (35% ACN-H,0 + 0,1% TFA).
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Un fractionnement par CLHP-UV semi-préparative sur colonne en phase inverse (Waters
XBridge €18, 5 pm, 10 x 250 mm) a été effectué sur F43 (m = 245 mg) a l'aide d'un gradient de
solvant eau + 0,1% acide formique / acétonitrile + 0,1 % acide formique pour donner sept
fractions (F431 - F437). La fraction F436 contient le composé MU6 (m = 13 mg) pur. Les fractions
F432, F433, F434 et F435 ont été rassemblées pour étre travaillées de nouveaux par CLHP semi-
préparative avec la méme colonne mais en modifiant le pH; un gradient eau + 0,1% TFA /
acétonitrile + 0,1 % TFA a été utilisé. Cinq fractions ont été obtenues (F432a - F432e), F432d (m
= 6 mg) étant un mélange des deux isomeres MU8 et MU9 et F432e contenant le composé MU6
(m =9 mg) pur. F437 (m = 10 mg) a été purifiée selon la méme méthode (CLHP semi-préparative,

colonne Waters XBridge, ACN-H;0 +0,1% TFA), pour récupérer le composé MU7 (2,7 mg).

La fraction F46 (m = 42 mg), qui contient le composé MU4, a également été soumis a une
autre purification par CLHP-UV semi-préparative sur colonne en phase inverse (Phenomenex
Gemini C18 5 pm, 10 x 250 mm) a l'aide d'un gradient de solvant eau + 0,1% acide formique /

acétonitrile + 0,1 % acide formique. MU4 pur a été obtenu a hauteur de 1,1 mg pur.
¢ Fractionnement de la fraction F5

La fraction F5 (m = 1,515 g) a été retravaillée par CLHP préparative sur colonne phase
inverse (Waters Sunfire Préparative C18, 5 pm, 19 x 150 mm) éluée par un gradient eau + 0,1%
acide formique / acétonitrile + 0,1 % et 6 sous-fractions ont été collectées (F51 - F56). Les
fractions F53 et F54, ayant un profil chromatographique proche, ont été rassemblées. Elles ont été
soumises a un dernier fractionnement par CLHP semi-préparative sur colonne en phase inverse
(Waters XBridge C18, 5 um, 10 x 250 mm) avec un gradient eau + 0,1% TFA / acétonitrile + 0,1 %
TFA. Trois sous-fractions ont ainsi été collectées (F53a - F53c), dont F53a contenant le composé

MU2 (m = 12 mg) et F53b contenant le composé MU3 (2,6 mg).
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Extrait brut
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Figure 16 : Fractionnement de Monanchora unguiculata pour l'obtention des métabolites MU1 a MU9.
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I1.2.2 Elucidation structurale des métabolites secondaires isolés

Les techniques spectrales classiques ont été employées pour l'identification des différents

meétabolites isolés :

e la spectroscopie ultraviolette (UV),

e la spectrométrie de masse haute résolution (SMHR) équipée d'une source
d’ionisation par électronébulisation placée en mode positif (ESI*),

e la résonance magnétique nucléaire (RMN) monodimensionnelle (1H, 13C, DEPT
135), bidimensionnelle homonucléaire (1H-1H COSY) et hétéronucléaire (1H-13C

HMBC, 1H-13C HSQC).

Les résultats des analyses effectuées sont présentés ci-apres. Les spectres RMN 1H, 13C et

2D des différents composés sont consignés dans I'annexe 2.

I1.2.2.1 Elucidation structurale du métabolite MU1

crambescidine 359 (MU1)
Le composé MU1 a été isolé sous forme d’une huile incolore. Son spectre de masse SMHR
en mode ESI" a révélé un ion moléculaire m/z a 360,26532 correspondant a la formule brute

C21H34N30;" (valeur calculée : m/z 360,2646) et proche de la valeur donnée dans la littérature
pour la crambescidine 359 (M62) (m/z 359,2567, Braeckman ]. C. et al., 2000). La comparaison
de son spectre RMN !H avec les données disponibles dans la littérature (Tableau IV) a permis de

conforter '’hypotheése de structure avancée par I'analyse en SMHR.
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Tableau IV : Comparaison des déplacements chimiques RMN 1H de la crambescidine 359 (Braeckman J. C. et al, 2000)
a ceux observés pour MU1.

Sn, en ppm par rapport au TMS (mulitiplicité, ] en Hz)

Position Littérature Observés

(600 MHz, CDCl3) (500 MHz, MeOD)

1 0,81 (t,7,3) 0,85 (t, 7,3)

2 1,50 (m) ; 1,42 (m) 1,46 (m)

3 4,49 (m) 4,35 (d, 11,0)

4 5,46 (d, 11,0) 5,51 (dt, 10,8 ; 2,0)

5 5,64 (dd, 11,0 ; 8,0) 5,72 (dd, 10,8 7,5)

6 2,30 (m) ; 2,18 (m) 2,34 (m) ; 2,15 (dt, 17,4; 6,7)

7a 2,48 (m) 2,43 (t, 16,0)

7b 1,88 (m) 1,98 (dd, 14,0; 6,2)

8 - -

9a 1,28 (dd, 13,0; 13,0) 1,47 (t, 12,4)

9% 2,53 (dd, 13,0, 5,0) 2,60 (dd, 12,9; 4,7)

10 3,98 (m) 4,04 (m)

11 2,27 (m); 1,65 (m) 2,32 (m); 1,69 (m)

12 2,27 (m); 2,16 (m) 2,32 (m); 1,71 (m)

13 3,98 (m) 4,04 (m)

14 2,16 (m) ; 1,42 (m) 2,15 (m); 1,52 (m)

15 - -

16 1,75 (m) ; 1,57 (m) 1,75 (m); 1,59 (t, 12,4)

17 2,27 (m); 1,75 (m) 2,32 (m); 1,75 (m)

18 1,65 (m) ; 1,16 (m) 1,7 (m) ; 1,21 (m)

19 3,84 (m) 3,74 (m)

20 1,03 (d, 7,0) 1,08 (d, 6,2)

21 - -

I1.2.2.2 Elucidation structurale du métabolite MU2

1 20
, H
) 19].
o H HO 18
N, N
Y 15),16_J17 o)
< . 42
HTEO Ny lf ZANRCE N
OH
11 12 39 40
4T NH,

crambescidine 800 (MU2)
Le composé MU2, un des deux composés majoritaires, a été isolé sous forme d’une huile
jaune. L’étude de son spectre SMHR obtenu en mode ESI* a révélé la présence d’un ion moléculaire
am/z 801,62323 compatible avec la formule brute C4sHg1N¢O¢" (valeur calculée : m/z 801,6218).

Cet ion moléculaire correspond bien a une molécule mono-chargée de type [m+H] " en raison du
deuxieme pic du massifisotopique (13C) de masse m/z802,6262 ; cela est confirmé par la présence
d’'un pic a m/z 401,31567 correspondant a la forme dichargée de la molécule soit [m+2H]2+,

comme en atteste le second pic du massif isotopique a m/z 401,8172.

La confrontation des analyses spectrales RMN 'H de ce composé avec les données de la

littérature (Tableau V) permet d’attribuer a MU2 la structure de la crambescidine 800 (M66).

58



Chapitre 1 - Etude de I'éponge Monanchora unguiculata (Dendy, 1922)

Celle-ci a été isolée pour la premieére fois en 1991 de I'éponge marine Crambe crambe par Jares-

Erijman E. A. et al. (1991). Elle a, par la suite, été isolée plusieurs fois d’éponges appartenant au

genre Batzella (Patil A. D. et al., 1995) et au genre Monanchora (Braeckman J. C. et al., 2000, Chang

N.F.etal, 2003 ; Hua H. M. et al.,, 2007), ainsi que d'une étoile de mer, Fromia monilis (Palagiano

E.etal. 1995).

Tableau V : Comparaison des déplacements chimiques RMN 1H de la crambescidine 800 (Braeckman J. C. et al., 2000,

Jares-Erijman E. A. et al,, 1991) a ceux observés pour MU2.

&u, en ppm par rapport au TMS (mulitiplicité, J Hz)

Position Littérature Littérature Observés
(600 MHz, CDCl3) (300 MHz, MeOD) (500 MHz, MeOH)
1 0,83 (t,7,2) M 0,85 (t,7,1)
2a 1,48 (m) M 1,46 (m)
2b 1,52 (m) M 1,54 (dt, 7,1;3,1)
3 4,49 (m) M 4,44 (d,9,8)
4 5,49 (dt, 10,5; 2,5) M 5,50 (brd, 11,0)
5 5,67 (ddt, 10,5; 7,2 ; 2,5) M 5,70 (brdd, 11,0; 7,6)
6a 2,16 (m) M 2,14 (dt, 16,2; 6,5)
6b 2,34 (m) M 2,41 (m)
7a 2,54 (m) M 2,49 (m)
7b 1,92 (m) M 1,91 (m)
8 R &) R
9a 1,40 (t, 11,7) M 1,41 (t,12,6)
9b 2,56 (dd, 11,7 ; 3,6) m 2,63 (dd, 12,9 ; 4,5)
10 4,02 (m) m 4,03 (m)
11a 1,65 (m) m 1,67 (m)
11b 2,27 (m) m 2,31 (m)
12a 1,80 (m) m 1,80 (m)
12b 2,27 (m) m 2,31 (m)
13 4,30 (ddd, 10,0; 4,8; 4,9) m 4,33 (dt, 9,6 ; 4,8)
14 2,94 (d, 4,8) m 3,04 (d, 5,0)
15 - m R
16 Non attribué M Non attribué
17 Non attribué M Non attribué
18 Non attribué M Non attribué
19 3,93(m) m 3,84 (m)
20 1,05 (d, 6,5) m 1,08 (d, 6,2)
21 - M -
22 - M -
23 4,12 (m); 4,07 (m) 4,15 (m) 4,13 (m)
24 1,62 (m) M 1,63 (m)
25-36 1,28 (m) M 1,29 (m)
37 2,50 (m) 2,49 (m)
38 - - -
39 3,30 (m); 3,60 (m) 3,40 (m); 3,65 (m) 3,40 (m); 3,65 (m)
40 1,65 (m) 1,90 (m) 1,91 (m)
41 3,10 (m) 2,88 (m) 2,89 (m)
42 3,30 (m); 3,54 (m) 3,30 (m); 3,45 (m) 3,40 (m); 3,55 (m)
43 5,10 (m) 3,96 (m) 3,96 (m)
44 1,70 (m) 1,73 (m); 1,87 (m) 1,73 (m)
45 3,10 (m) 3,10 (m) 3,12 (m)

(1) Déplacements chimiques non données par la littérature [Erijman E. A. et al, 1991]
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I1.2.2.3 Elucidation structurale du métabolite MU3

NH,

45

OH

fromyamycaline (MU3)

Le composé MU3 a été isolé sous forme d’une huile jaune. L’étude de son spectre SMHR
obtenu en mode ESI* a révélé la présence d’un ion moléculaire 3 m/z 783,60980 compatible avec
la formule brute CssH79N6Os™ (valeur calculée : m/z 783,6106). Cet ion moléculaire correspond

bien a une molécule mono-chargée de type [m+H]" en raison du deuxiéme pic du massif isotopique

(13C) de masse m/z 784,61548; cela est confirmé par la présence d'un pic a m/z 392,30875

correspondant a la forme dichargée de la molécule soit [m+2H]2+, comme en atteste le second pic

du massif isotopique a m/z 392,81058.

La confrontation des analyses spectrales RMN 'H de ce composé avec les données de la
littérature (Tableau VI) permet d’attribuer a MU3 la structure de la fromiamycaline (M70).
Celle-ci a été isolée pour la premiére fois en 1991 de I'étoile de mer Fromia monilis par Palagiano
E. et al. (1995). Elle a par la suite été isolée des éponges Monanchora sp. (Chang N. F. et al., 2003)
et Monanchora arbuscula (Laville R. et al., 2009).
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Tableau VI : Comparaison des déplacements chimiques RMN 1H de la fromiamycaline (Palagiano E. et al,, 1995) a ceux

observés pour MU3.
8, en ppm par rapport au TMS (mulitiplicité, /] en Hz)
Position Littérature Observés
(500 MHz, MeOD) (500 MHz, MeOD)
1 0,89 (t, 7,3) 0,85 (t, 7,2)
2 1,48 (m); 1,58 (m) 1,48 (m); 1,57 (m)
3 4,45 (brd, 10,3) 4,41 (brd, 10,3)
4 5,55 (brd, 10,5) 5,52 (brd, 11,0)
5 5,75 (brt, 9,5) 5,72 (brt, 7,5)
6 2,22 (m) ; 2,45 (m) 2,15 (m) ; 2,43 (m)
7 2,41 (m); 2,04 (dd, 13,4 ;5,7) 2,39 (m); 1,98 (dd, 13,7 ; 6,1)
8 - -
9 2,68 (dd); 1,45 (t) 2,65 (m); 1,42 (m)
10 4,08 (m) 4,06 (m)
11 2,32 (m); 1,60 (m) 2,29 (m) ; 1,60 (m)
12 2,38 (m); 1,85 (m) 2,34 (m); 1,82 (m)
13 4,38 (m) 4,36 (dt, 9,7 ; 5,5)
14 3,12 (d, 5,0) 3,08 (d, 5,0)
15 - -
16 1,75 (m); 1,55 (m) 1,65 (m); 1,39 (m)
17 1,87 (m); 1,95 (m) 1,75 (m)
18 1,32 (m); 1,72 (m) 1,29 (m); 1,70 (m)
19 3,89 (m) 3,84 (m)
20 1,13 (d, 6,3) 1,10 (d, 6,1)
21 - -
22 - -
23 4,17 (t, 6,6) 4,14 (m)
24 1,63 (m) 1,65 (m)
25 1,32 (m) 1,32 (m)
26-34 1,32 (m) 1,32 (m)
35 1,32 (m) 1,32 (m)
36 2,1 (m) 1,66 (m)
37 2,80 (m) 2,75 (dt, 15,4 ; 8,0)
2,52 (m) 2,50 (dd, 15,3;7,3)
38 - -
39 3,54 (m); 3,61 (m) 3,55 (m)
40 2,1 (m) 2,05 (m)
41 3,42 (m) ; 3,64 (m) 3,39 (m)
42 3,42 (dd, 14,0; 3,5) ; 3,60 (m)
3,64 (dd, 14,0 ; 10,0) 3,35 (m)
43 4,08 (m) 4,04 (m)
44 1,88 (m); 1,78 (m) 1,84 (m); 1,74 (m)
45 3,16 (m) 3,12 (m)
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I1.2.2.4 Elucidation structurale du métabolite MU4

24 26 28 30 32 34 36

38OH
25 27 29 31 33 35 37

11 12

acide crambescidique (MU4)

Le composé MU4 a été isolé sous forme d’'une huile jaune. L’étude de son spectre SMHR
obtenu en mode ESI" a révélé la présence d’un ion moléculaire 2 m/z 658,47943 compatible avec

la formule brute C3sHesN306" (valeur calculée : m/z 658,4790) et proche de la valeur donnée dans
la littérature pour l'acide crambescidique (M76) (m/z 658,4781, Gallimore W. A. et al., 2005) et
pour le néofilitispate 3 (M79) (m/z 658, Venkateswarlu Y. et al., 1999).

L’analyse de son spectre SM-SM révele la perte d'un fragment de masse m/z 18, cette perte
correspond a la perte d'une molécule d’'H;0, souvent observée pour les acides carboxyliques.
L’analyse SM-SM tend vers ’hypothése de I'acide crambescidique. La comparaison de son spectre
RMN 1H avec les données disponibles dans la littérature (Tableau VII) a permis de conforter
I'hypothese de structure avancée par l'analyse en SMHR et SM-SM, a savoir l'acide

crambescidique (M76).

Il est a noté par ailleurs que la présence d’'un singulet a 3,64 ppm sur le spectre RMN 'H
du composé MU4 pourrait correspondre aux protons d'un groupement méthoxy. Ce singulet
devrait alors intégrer pour 3H or, il n’intégre que pour 1,2H. Ce signal pourrait étre attribué a un
composé minoritaire détecté lors de I'analyse SMHR obtenu en mode ESI+ (m/z 672,4974),
compatible avec la formule brute C39HesN306* (calculée : m/z 672,4952), correspondant a I'ester
de méthyle de 'acide crambescidique, c’est-a-dire le néofolitispate 1 (Venkateswarlu Y. et al,

1999).
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Tableau VII : Comparaison des déplacements chimiques RMN 1H de I'acide crambescidique (Gallimore W. A. et al., 2005)

a ceux observés pour MU4.

8n, en ppm par rapport au TMS (mulitiplicité, / en Hz)

Position Littérature Observés
(500 MHz, MeOD) (500 MHz, MeOD)
1 0,85 (t, 7,3) 0,86 (t, 7,2)
2 1,46 (m) 1,48 (m)
3 4,41 (brd, 8,5) 4,40 (brd, 10,8)
4 5,50 (dt, 10,7 ; 2,0) 5,52 (brd, 10,9)
5 5,70 (brt) 5,72 (brt, 8,5)
6 2,16 (m) 2,17 (m)
7 2,43 (m); 1,94 (d, 13,2) 2,43 (m); 2,00 (dd, 13,9 ; 5,3)
8 - -
9 2,62 (dd, 13,1;4,8) 2,65 (dd, 13,0 ; 4,7)
1,41 (d, 12,5) 1,41 (m)
10 4,03 (m) 4,07 (m)
11 2,26 (m) 2,33 (m)
12 1,36 (m) 1,35 (m)
13 4,33 (dt, 9,2 ; 5,4) 4,36 (dt,9,8; 5,9)
14 3,05 (d, 5,1) 3,09 (d, 4,9)
15 - -
16 1,72 (m) 1,75 (m)
17 1,76 (m) 1,83 (m)
18 1,68 (m) 1,69 (m)
19 3,85 (m) 3,84 (m)
20 1,08 (d, 6,3) 1,10 (d, 6,2)
21 - -
22 - -
23 4,07 (dt, 10,9; 6,4) ; 4,15 (t, 6,6)
4,18 (dt, 11,0; 6,4)
24 1,63 (m) 1,64 (m)
25 1,59 (m) 1,60 (m)
26-35 1,29 (brs) 1,30 (brs)
36 1,36 (m) 1,30 (brs)
37 2,19 (t, 6,8) 2,27 (t,7,1)
38 - -

I1.2.2.5 Elucidation structurale du métabolite MU5

16

15

14

13

11 9 7 5 3

12 10 8 6 4

unguiculine A (MUS5)
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D’aspect huileux et de couleur jaune, le composé MU5 présente un spectre SMHR en mode

ESI" avec un ion moléculaire a m/z468,43820, en accord avec la formule brute Ca5HsaN,0" (valeur
calculée: m/z 468,4384). Le nombre d’insaturations calculé a partir de la formule brute du

composé est de trois.

L’analyse des données de la RMN mono- et bidimensionnelle 'H et 13C (Tableau VIII) met

en évidence la présence :

- D’une chaine carbonée aliphatique caractérisée par les déplacements chimiques des
carbones C4 - C13 (56C 30,0 - 31,0), C14 (&C 33,0), C15 (8C 23,5), C16 (6C 14,2) et des
protons H4 - H15 (8H 1,30) et H16 (SH 0,90).

- D’un carbone d'une fonction amide (6C 175,6)

- De deux carbones guanidiniques (3C 158,4)

Cette premiere approche met bien en évidence les 3 insaturations précédemment
calculées : la fonction carbonyle de la fonction cétone et les deux fonctions imines des deux

guanidines. Le composé MUS5 est donc linéaire et non cyclique.

Les corrélations hétéronucléaires longue distance (1H - 13C HMBC) semble indiquer que
I'amide C-1 (8C 175,6) est substituée par 4 groupements méthylénes proche d’un azote (6C 43,8 ;
45,8; 46,0 ; 48,5) or, cela est impossible. En revanche, comme cela a été décrit par Othani I. et al.
(1992) pour la ptilomycaline A, les amides tertiaires existent souvent sous forme de 2 rotameres.

L’attribution a donc été faite en différenciant les rotaméres MU5a et MU5b.
Pour le rotamére MUba :

- Les corrélations hétéronucléaires (1H - 13C HMBC et 1H - 13C HSQC) montrent que I'amide
C-1 est substitué par deux groupements méthylenes C-1' (6C 43,8 ; 6H 3,41) et C-1" (3C
48,5 ; 8H 3,37).

- Les corrélations homonucléaires (1H - 1H COSY) nous renseignent sur I'’enchainement des
protons H-1" (6H 3,41), H-2’ (6H 1,79) et H-3’ (6H 3,15) corrélant respectivement avec les
carbones C-1’ (6C 43,8), C-2’ (6C 28,0) et C-3’ (6C 39,8) et des protons H-1" (6H 3,37), H-
2" (6H 1,64), H-3" (6H 1,57) et H-4" (8H 3,21) corrélant respectivement avec les carbones
C-1"(0C48,5),C-2" (6C26,9),C-3" (86C 26,8) et C-4" (6C 41,9). Les protons H-2" et H-3" ont
des déplacements chimiques trés proche, ce qui rend leur corrélation COSY difficilement
visible car trés proche de la diagonale. En revanche, leur position est confirmée par la
corrélation HMBC entre H-3" et C-2".

- Les corrélations hétéronucléaires (H - 13C HMBC) montrent que les protons H-3’ sont

corrélés avec C-4’ (6C 158,4), le méthylene C-3’ est donc relié a I'amine d’'un groupement
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guanidine. Il en est de méme pour les protons H-4" qui sont corrélés avec C-5" (3C 158,4),
le méthyléne C-4" est donc relié a 'amine d’'un groupement guanidine.

- Les analyses bidimensionnelles COSY et HMBC montrent que le carbonyle C-1 est relié a
un groupement méthylene C-2 (3C 33,7 ; 0H 2,38) lui-méme relié a un second groupement
méthylene C-3 (6C 26,4 ; 6H 1,61). Le carbone C-3 est couplé aux protons caractéristiques
d’une chaine aliphatique, H-4 a H-15 (6H 1,30) se terminant par un groupement méthyle
C-16 (6C 14,2 ; 5H 0,90).

- Lenombre de méthylenes dans la chaine aliphatique a pu étre déterminé grace a la masse
de la molécule (m/z 468,43820) afin de correspondre avec la formule brute CzsHs4N-0+.

Celle-ci est constituée de 14 carbones méthyléniques.

Pour le rotameére MU5b, le méme raisonnement a été suivi. On peut ainsi observer
quelques différences dans les déplacements chimiques des protons et des carbones du motif
spermidine, c’est-a-dire des deux chalnes substituant I'amide. Ainsi, grace aux analyses
bidimensionnelles, COSY, HSQC et HMBC, les attributions suivantes ont pu étre effectuées : C-1’
(6C 46,0; 0H 3,42), C-2’ (6C 28,9 ; 6H 1,89), C-3’ (8C 39,5 ; 8H 3,21), C-1" (8C 45,8 ; 8H 3,37), C-2"
(6C 26,9 ; 6H 1,64), C-3" (6C 26,8 ; 6H 1,57) et C-4" (6C 41,9 ; 6H 3,21).

De structure nouvelle, MUS5 a été nommé unguiculine A.

_ N == 1H - 1H COSY
7\ 1Y - 13C HMBC

Figure 17 : Corrélations RMN 2D clés du métabolite MUS5.
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Tableau VIII : Données de la RMN 1D et 2D pour MUS5 enregistrées dans CD30D a 600MHz.

Les déplacements chimiques (§) sont donnés en ppm par rapport au TMS.
Les constantes de couplage | en Hertz figurent entre parentheses.

Position 5C, type SH COSY (1H-1H) HMBC (1H-13C)

1 175,6,C - - ;

2 33,7, CHz 2,38 (t,7,1) H3 1,3,4

3 26,4, CHz 1,61 (m) H2 1,2,4

4-13 30,0 - 31,0, CHz 1,30 (m) - -

14 33,0, CHz 1,30 (m) - 15,16

15 23,5, CHz 1,31 (m) H16 14,16

16 14,2, CH3 0,90 (t, 6,9) H15 14,15

1’ 43,8, CHz (MU5a) 3,41 (m) (MU5a) H2' 1,2,3,1"
46,0, CHz (MUS5b) 3,42 (m) (MU5b)

2 28,0, CHz (MU5a) 1,79 (quint, 6,8) (MU5a) H1’, H3' 1,3
28,9, CHz (MUS5b) 1,89 (quint, 7,0) (MU5b)

3 39,8, CHz (MU5a) 3,15 (t, 6,9) (MU5a) H2' 1,2, 4
39,5, CHz (MUS5b) 3,21 (t, 6,8) (MU5b)

& 158,4,C - - -

1” 48,5, CHz (MU5a) 3,37 (m) (MU5a) H2” 1,2
45,8, CHz (MUS5b) 3,37 (m) (MU5b)

2" 26,9, CHz 1, 64 (m) H1” 1”

3” 26,8, CHz 1,57 (m) H4" 2"

4 41,9, CH, 3,21 (t, 6,8) H3" 2”,3", 5"

5” 1584, C - - -

I1.2.2.6 Elucidation structurale du métabolite MU6

40 NH,

41 HA‘%NH

ptilomycaline E (MU6)

Le composé MUG6, second composé majoritaire, isolé sous la forme d'une huile jaune,
présente un spectre SMHR en mode ESI" avec un ion moléculaire 3 m/z 869,67041, en accord avec

la formule brute C47HgsN100s" (valeur calculée m/z : 869,6699). Le nombre d’insaturations calculé

a partir de la formule brute du composé est de 10.

L’analyse des données de la RMN mono- et bidimensionnelle 1H et 13C (Tableau IX) met

en évidence la présence de deux motifs distincts :
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- Une structure pentacyclique (motif A) identique a la crambescidine 800 et la
fromiamycaline (Figure 18), avec la présence de signaux caractéristiques comme :
» Laprésence des deux groupements méthyles C-1 (6C 10,9 ; 6H 0,87) et C-
20 (6C21,9;6H1,10).
» La présence des sept groupements méthynes C-3 (6C 72,2 ; 3H 4,45), C-4
(6C 134,4 ; 8H 5,52), C-5 (6C 131,2; 8H 5,72), C-10 (8C 55,4 ; 6H 4,06), C-
13 (8C 53,9; 6H 4,36), C-14 (8C 51,2 ; 6H 3,06) et C-19 (56C 68,3 ; 5H 3,87).
- Un motif spermidine reli¢é a un amide et deux guanidines (motif B), identique a
I'unguiculine A (MU5) (Figure 18), et comme pour celle-ci, présent sous forme de deux
rotameres distincts. Ce motif est caractérisé par des signaux particuliers :
* Lecarbonyle de I'amide C-38 (5C 175,7).
» Les deux carbones quaternaires des guanidines C-42 et C-47 (oC 158,7).
= (Quatre groupements méthylénes proche d’azotes pour chacun des deux
rotameres :
Pour MU6a, C-39 (6C 44,2 ; 6H 3,42), C-41 (8C 40,1 ; 6H 3,18), C-43
(6C 49,0 ; 6H 3,40) et C-46 (6C 42,1 ; 6H 3,23).
Pour MU6b, C-39 (6C 46,1 ; 8H 3,43), C-41 (8C 39,8 ; 6H 3,23), C-43
(6C 46,3 ; 6H 3,40) et C-46 (0C 42,1 ; 6H 3,23).

Le motif A compte 7 insaturations et le motif B en compte 3. Ces deux parties de la

molécule regroupent donc les 10 insaturations calculées précédemment.

En outre, les corrélations hétéronucléaires HMBC (1H - 13C) permettent de relier ces deux
motifs entre eux par une chaine carbonée aliphatique. Celle-ci est caractérisée par la présence
d’un méthyléne C-23 (8C 66,5 ; 0H 4,14) couplé au carbonyle du groupement ester C22 (6C 170,1),
et d'un méthylene C-37 (6C 33,9 ; 6H 2,40) couplé au carbonyle du groupement amide C38. La
chaine ne possede pas de ramification, elle est uniquement composée de méthylenes présentant

le méme déplacement chimique C-25 - C-35 (6C 30,0 - 31,0 ; oH 1,31).

Le nombre de méthylénes dans la chaine aliphatique a pu étre déterminé grace a la masse
de la molécule (m/z 869,67041) afin de correspondre avec la formule brute C47HgsN19Os*. Celle-ci

est constituée de 15 carbones méthyléniques.

De structure nouvelle mais proche de celle de la ptilomycaline A (M58), MU6 a été nommé

ptilomycaline E.
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™ == 1H - 1H COSY
7\ 1H - 13C HMBC

motif A 21 42

Figure 18 : Corrélations RMN 2D clés du métabolite MUG6.

Tableau IX : Données de la RMN 1D et 2D pour MU6 enregistrées dans CD30D a 600MHz.

Les déplacements chimiques (§) sont donnés en ppm par rapport au TMS.
Les constantes de couplage | en Hertz figurent entre parentheses.

Position 5C, type SH COSY (1H-1H) HMBC (1H-13C)

1 10,9, CHs 0,87 (t, 7,3) H2 2,3

2 29,6, CH2 1,47 (m) H1, H3 1,3,4

3 72,2, CH 4,45 (brd, 9,4) H2, H4 2

4 134,4, CH 5,52 (brd, 11,0) H5 2,3,6

5 131,2, CH 5,72 (brdd, 9,9 ; 7,8) H4, H6a 3,6,7

6 24,5, CHz 2,17 (m) ; 2,46 (m) H5, H7 4,5,7,8

7 37,9, CHz 2,00 (m) ; 2,49 (m) H6 5,6,8,9

8 85,1,C - - -

1,43 (m);

9 37,8, CHz 2,65 (4d, 13,0 48) H10 7,8,10

10 55,4, CH 4,06 (m) H9, H11 -

11 31,5, CHz 1,61 (m); 2,31 (m) H10, H12 9,10

12 27,6, CHz 1,83 (m) ; 2,33 (m) H11, H13 10,11, 13, 14

13 53,9, CH 4,36 (dt,9,2; 5,4) H12, H14 12, 14,22

14 51,2, CH 3,06 (d, 5,1) H13, H15 13,15, 16, 22

15 82,1,C - - -

16 32,8, CHz 1,72 (m) H17 14,15,17

17 19,4, CHz 1,78 (m) ; 2,00 (m) H16, H18 16,18

18 33,0, CHz 1,28 (m); 1,72 (m) H17,H19 17,19, 20

19 68,3, CH2 3,87, (m) H18, H20 20

20 21,9, CHs 1,10 (d, 6,2) H19 18,19

21 150,4,C - - -

22 170,1,C - - -

23 66,5, CHz 4,14 (m) H24 22,24

24 27,0, CHz 1,66 (m) H23, H25 23

25-35 30,0 - 31,0, CHz 1,31 (m) - -

36 26,7, CHz 1,63 (m) H35, H37 37,38

37 33,9, CHz 2,40 (m) H36 36,38

38 175,7,C - - -

39 44,2, CHz (MU6a) 3,42 (m) (MU6a) H40 38,40, 41, 43
46,1, CHz (MU6b) 3,43 (m) (MU6b)

40 28,2, CHz (MU6a) 1,82 (m) (MU6a) H39, H41 39,41
29,2, CHz (MU6b) 1,90 (m) (MU6b)

41 40,1, CH (MU6a) 3,18 (t, 6,7) (MU6a) H40 39, 40, 42
39,8, CHz (MU6b) 3,23 (m) (MU6b)

42 158,7,C - - -

43 49,0, CHz (MU6a) 3,40 (m) (MU6a) H44 38, 44
46,3, CHz (MU6b) 3,40 (m) (MU6b)

44 27,1, CHz 1,66 (m) H43 43

45 27,1, CHz 1,61 (m) H46 44

46 42,1, CH; 3,23 (m) H45 44, 45,47

47 158,7,C - - -
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I1.2.2.7 Elucidation structurale du métabolite MU7

H,N_ _NH
47
NH

46
(o) 44/H/45
\/\/\/\/\/\/\/\)SJB\N 43
39N 40 4

41 H‘%go

ptilomycaline F (MU7)

Le composé MU7, isolé sous la forme d'une huile jaune, présente un spectre SMHR en
mode ESI" avec un ion moléculaire [m+2H]*" & m/z 428,32483 en accord avec la formule brute

C47HsaNgOs"", (valeur calculée : m/z 428,3255). Sous sa forme monochargée [m+H]", MU7 a une
masse moléculaire calculée de m/z 855,6430. Le nombre d’insaturations calculé a partir de la

formule brute du composé est de 10.

Comme pour MUB6, I'analyse des données de la RMN mono- et bidimensionnelle 1H et 13C
(Tableau X) a mis en évidence la présence d'une structure pentacyclique (motif A) identique a
celle de la crambescidine 800 et la fromiamycaline (Figure 19), avec la présence de signaux

caractéristiques comme :

- Laprésence des deux groupements méthyles C-1 (6C 10,8 ; 5H 0,85) et C-20 (6C 21,8 ; 6H
1,10).

- La présence des sept groupements méthynes C-3 (6C 72,3 ; 6H 4,45), C-4 (6C 134,3 ; 6H
5,52),C-5(6C131,3;6H5,72),C-10 (6C 55,6 ; 6H 4,07), C-13 (8C 54,2 ; 6H 4,36), C-14 (5C
50,7 ; 8H 3,08) et C-19 (6C 68,4 ; 3H 3,83).

En revanche, la structure de MU7 différe de celle de MU6 au niveau de la seconde partie
de la molécule (motif B). En effet, les corrélations hétéronucléaires 1H - 13C HMBC indiquent bien
la présence d’'un motif spermidine comme pour MU6, mais la chaine propyle présente une
fonction formamide et non plus un motif guanidine. Le méthyléne H-41 (MU7a: 64 3,26 ; MU7b :
Ou 3,21) est corrélé avec un carbone tertiaire C-42 (MU7a: 8¢ 164,0 ; MU7b : 8¢ 163,9) et le proton
H-42 (MU7a: 6y 8,08 ; MU7b : 6 7,98), caractéristique d'un groupement formamide, est corrélé
avec C-41 (MU7a: 6¢36,5; MU7b : &¢ 36,6). Les déplacements chimiques et les corrélations de la

chaine butyle sont, identiques a ceux de la chalne butyle de MUS6, cette chaine se termine donc par
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un motif guanidine C-47 (8C 158,7). Enfin, les protons H-39 (6H 3,36) et H-43 (6H 3,36) sont

corrélés avec le carbonyle du groupement amide C-38 (6C 175,7).

Les corrélations hétéronucléaires 1H - 13C HMBC permettent par ailleurs de relier les deux
motifs A et B de la molécule entre elles par une chaine carbonée aliphatique. Celle-ci est
caractérisée par la présence d’'un méthyléne C-23 (6C 66,5; 6H 4,14) couplé au carbonyle du
groupement ester C22 (6C 170,2), et d’'un méthyleéne C-37 (6C 34,0 ; 6H 2,37) couplé au carbonyle
du groupement amide C38. La chaine ne possede pas de ramification, elle est uniquement
composée de méthyléenes présentant le méme déplacement chimique C-25 - C-35 (6C 30,0 - 31,0 ;

8H 1,31).

Le nombre de méthylénes dans la chalne aliphatique a pu étre déterminé grace a la masse
de la molécule (m/z 428,32483) afin de correspondre a la formule brute C47Hg4sNgO¢2+. Celle-ci est

constituée de 15 carbones méthyléniques, comme pour MU6.

De structure nouvelle, proche de celle de la ptilomycaline E (MU6), MU7 a été nommé

ptilomycaline G.

|+ = 1H - 1 COSY
H,N_ _NH 7\ 1H - 13C HMBC

S%j) H
‘I@o
— H -
Motif

Figure 19 : Corrélations RMN 2D clés du métabolite MU?7.
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Tableau X : Données de la RMN 1D et 2D pour MU7 enregistrées dans CD30D a 500MHz.

Les déplacements chimiques (§) sont donnés en ppm par rapport au TMS.
Les constantes de couplage | en Hertz figurent entre parenthéses

Position 5C, type SH COSY (1H-1H) HMBC (1H-13C)
1 10,8, CH3 0,85 (t,7,3) H2 2,3
2 30,3, CH> 1,47 (m) ; 1,56 (m) H1, H3 1,3,4
3 72,3, CH 4,45 (brd, 9,5) H2, H4 2
4 134,3, CH 5,52 (brd, 11,0) H5 2,3,6
5 131,3,CH 5,72 (m) H4, H6a 3,6,7
6 24,5, CHz 2,16 (m) ; 2,44 (m) H5, H7 4,5,7,8
7 38,2, CHz 2,00 (m) ; 2,36 (m) H6 5,6,8,9
8 85,1,C - - -

1,42 (m);
9 37,8, CHz 2,65 (4, 12.9: 4.8) H10 7,8,10
10 55,6, CH 4,07 (m) H9, H11 -
11 31,4, CHz 1,61 (m); 2,31 (m) H10, H12 9,10
12 27,5, CHz 1,82 (m); 2,35 (m) H11, H13 10,11, 13, 14
13 54,2, CH 4,36 (dt,9,5; 5,6) H12, H14 12,14, 22
14 50,7, CH 3,08 (d, 5,0) H13, H15 13,15, 16, 22
15 82,2,C - - -
16 32,9 CHz 1,70 (m) H17 14,15,17
17 19,4, CH; 1,82 (m); 1,77 (m) H16, H18 16,18
18 32,9, CH; 1,29 (m) ; 1,70 (m) H17,H19 17,19, 20
19 68,4, CH2 3,83 (m) H18, H20 20
20 21,8, CHs 1,10 (d, 6,2) H19 18,19
21 150,4,C - - -
22 170,2,C - - -
23 66,5, CHz 4,14 (m) H24 22,24
24 29,6, CHz 1,66 (m) H23, H25 23
25-35 30,0 - 31,0, CH> 1,31 (m) - -
36 26,8, CHz 1,60 (m) H35, H37 37,38
37 34,0, CH; 2,37 (m) H36 36,38
38 175,7,C - - -
39 46,9, CHz 3,36 (m) H40 38,40, 41, 43
40 30,0, CHz 1,82 (m) H39, H41 39,41
36,5, CH2(MU7a) 3.26,t (6.8) (MU7a)
41 36.6, CH2 (MU7b) 3.21,t(6.8) (MU7b) H40 39, 40,42
" 163.9, CH (MU7a) 8,08, s (MU7a) ) "
164.0, CH (MU7b) 7.98,s (MU7b)

43 46,2, CHz 3,36 (m) H44 38, 44
44 25,8, CHz 1,60 (m) H43 43
45 27,1, CHz 1,62 (m) H46 44
46 42,1, CHz 3,21 (m) H45 44, 45,47
47 158,7,C - - -
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I1.2.2.8 Elucidation structurale des métabolites MU8 et MU9

39

40 NH,

a1 H“i&NH

ptilomycaline G (MU8) (a) et ptilomycaline H (MU9) (b)

Les composés MU8 et MU9, isolés sous la forme d’'un mélange huileux jaune, sont des
isomeres de structures. Ils présentent un spectre SMHR en mode ESI" avec un ion moléculaire

[m+H]" & m/z 827,64819 en accord avec la formule brute CssHg3NgOs’, (valeur calculée : m/z

827,6481). Le nombre d’'insaturations calculé a partir de la formule brute des composés est de 9.

Comme pour MU6 et MU7, I'analyse des données de la RMN mono- et bidimensionnelle
1H et 13C (Tableaux XI et XII) a mis en évidence la présence d’une structure pentacyclique (motif
A) identique a la crambescidine 800 et la fromiamycaline (Figures 20 et 21), avec la présence de

signaux caractéristiques comme :

- Laprésence des deux groupements méthyles C-1 (6C 10,7 ; 3H 0,85) et C-20 (6C 21,7 ; 6H
1,09).

- La présence des sept groupements méthynes C-3 (6C 72,1 ; 6H 4,41), C-4 (6C 134,1 ; 6H
5,51),C-5(6C 131,1; 6H 5,71), C-10 (8C 55,4 ; 8H 4,06), C-13 (6C 54,0 ; 5H 4,35), C-14 (5C
50,7 ; 8H 3,07) et C-19 (6C 68,2 ; 3H 3,83).
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En revanche, la structure de MU8 et MU9 different au niveau de la seconde partie de la

molécule (motif B).
> Elucidation structurale de MU8

Les corrélations homonucléaires COSY (*H - 1H) et hétéronucléaires HMBC (*H - 13C)
indiquent bien la présence d’'un motif spermidine comme pour MU6. Les déplacements chimiques
et les corrélations de la chaine butyle sont identiques a ceux de la chaine butyle de MU6, cette
chalne se termine donc par un motif guanidine C-47 (6C 158,5). La différence se trouve au niveau
de la chaine propyle. L’analyse SMHR a permis de déterminer la formule brute de MU8 et ainsi
savoir que cette molécule possede un carbone, un oxygéne et une insaturation en moins par
rapport a MU7, ce qui correspond a la fonction carbonyle du groupement formamide de MU7. Le
groupement méthylene C-41 (6C 38,0 ; 8H 2,98) n’est, par ailleurs, corrélé avec aucun carbone
tertiaire ou quaternaire ; cette chalne ne se termine donc pas par un groupement guanidine ou
formamide comme les deux molécules précédentes (MU6 et MU7) mais par une amine primaire.
Enfin, les protons H-39 (6H 3,42) et H-42 (6H 3,38) sont corrélés avec le carbonyle du groupement
amide C-38 (6C 176,3).

Les corrélations hétéronucléaires HMBC (1H - 13C) permettent de relier les deux parties
de la molécule entre elles par une chaine carbonée aliphatique. Celle-ci est caractérisée par la
présence d'un méthyléne C-23 (6C 66,4 ; 5H 4,14) couplé au carbonyle du groupement ester C22
(6C 170,0), et d'un méthylene C-37 (6C 33,7 ; 0H 2,39) couplé au carbonyle du groupement amide
C38. La chaine ne posséde pas de ramification, elle est uniquement composée de méthylénes

présentant le méme déplacement chimique C-25 - C-35 (6C 30,0 - 31,0 ; 6H 1,31).

Le nombre de méthylénes dans la chaine aliphatique a pu étre déterminé grace a la masse
de la molécule (m/z 827,64819) afin de correspondre avec la formule brute C4cHg3NgOs*. Celle-ci

est constituée de 15 carbones méthyléniques.

De structure nouvelle, proche de celles des ptilomycalines E (MU6) et F (MU7), MU8 a été

nommée ptilomycaline G.
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== 1H - 1H COSY

_ HN NH_+

/l)/NH 7\ 1 - 13C HMBC
motif A KL

motif B

Figure 20 : Corrélations RMN 2D clés du métabolite MUS8.

Tableau XI : Données de la RMN 1D et 2D pour MU8 enregistrées dans CD30D a 500MHz.

Les déplacements chimiques (&) sont donnés en ppm par rapport au TMS.
Les constantes de couplage | en Hertz figurent entre parentheses.

Position 5C, type 8H COSY (1H-1H) HMBC (1H-13C)
1 10,7, CH3 0,85, (t, 7,3) H2 2,3
2 30,1, CHz 1,46 (m) ; 1,55 (m) H1, H3 1,3,4
3 72,1, CH 4,41 (brd, 10,3) H2, H4 2
4 134,1,CH 5,51 (brd 10,9) H5 2,3,6
5 131,1, CH 5,71 (m) H4, H6a 3,6,7
6 24,3, CHz 2,16 (m) ; 2,42 (m) H5, H7 4,5,7,8
7 38,0, CH> 1,98 (m); 2,38 (m) H6 5,6,8,9
8 84,9,C - - -
1,42 (m);
9 37,7, CHz 2,64 (4d, 12,8 47) H10 7,8,10
10 55,4, CH 4,06 (m) H9, H11 -
11 31,3, CHz 1,60 (m); 2,30 (m) H10, H12 9,10
12 27,4, CHz 1,81 (m); 2,32 (m) H11, H13 10,11, 13, 14
13 54,0, CH 4,35 (dt9,7;5,3) H12, H14 12,14, 22
14 50,7, CH 3,07 (d, 5,0) H13, H15 13,15, 16, 22
15 81,9,C - - -
16 32,7, CHz 1,70 (m) H17 14,15,17
17 19,2, CH; 1,82 (m); 1,76 (m) H16, H18 16,18
18 32,8, CHz 1,28 (m) ; 1,70 (m) H17,H19 17,19, 20
19 68,2, CH2 3,83 (m) H18, H20 20
20 21,7, CHs 1,09 (d, 6,1) H19 18,19
21 150,3,C - - -
22 170,0, C - - -
23 66,4, CHz 4,14 (m) H24 22,24
24 29,4, CH, 1,65 (m) H23, H25 23
25-35 30,0 - 31,0, CH> 1,31 (m) - -
36 26,6, CHz 1,60 (m) H35, H37 37,38
37 33,7, CHz 2,39 (m) H36 36,38
38 176,3,C - - -
39 46,1, CHz (8a) 3,42 (m) (8a) H40 38,40, 41,43
43,0, CHz (8b) 3,46 (t, 6,5) (8b)
40 27,9, CHz (8a) 1,95 (m) (8a) H39, H41 39,41
26,6, CHz (8b) 1,90 (m) (8b)
41 38,0, CHz (8a) 2,98 (m) (8a) H40 39,40
37,9, CHz (8b) 2,88 (t, 6,9) (8b)
42 48,5, CHz 3,38 (s) H43 38,43
43 26,6, CHz 1,68 (m) H42 42
44 26,8, CHz 1,60 (m) H45 43
45 42,0, CHz 3,22 (m) H44 43, 44,46
46 158,5,C - - -
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> Elucidation structurale de MU9

Les corrélations homonucléaires COSY (1H - 1H) et hétéronucléaires HMBC (1H - 13C)
indiquent bien la présence d’'un motif spermidine comme pour MUG6. Les déplacements chimiques
et les corrélations de la chalne propyle sont identiques a ceux de la chaine propyle de MUG6, cette
chalne se termine donc par un motif guanidine C-42 (6C 158,5). La différence se trouve au niveau
de la chaine butyle. L’analyse SMHR a permis de déterminer la formule brute de MU9 et ainsi
savoir que cette molécule possede un carbone, un oxygene et une insaturation en moins par
rapport a MU7, ce qui correspond a la fonction carbonyle du groupement formamide de MU7. Le
groupement méthylene C-46 (6C 40,2 ; dH 2,96) n’est, par ailleurs, corrélé avec aucun carbone
tertiaire ou quaternaire ; cette chaine ne se termine donc pas par un groupement guanidine ou
formamide comme les deux molécules précédentes (MU6 et MU7) mais par une amine primaire.
Enfin, les protons H-39 (6H 3,40) et H-43 (6H 3,38) sont corrélés avec le carbonyle du groupement
amide C-38 (3C 176,3).

Les corrélations hétéronucléaires HMBC (1H - 13C) permettent de relier les deux parties
de la molécule entre elles par une chaine carbonée aliphatique. Celle-ci est caractérisée par la
présence d'un méthylene C-23 (86C 66,4 ; 5H 4,14) couplé au carbonyle du groupement ester C22
(6C 170,0), et d'un méthylene C-37 (6C 33,7 ; 0H 2,39) couplé au carbonyle du groupement amide
C38. La chaine ne posséde pas de ramification, elle est uniquement composée de méthylénes

présentant le méme déplacement chimique C-25 - C-35 (6C 30,0 - 31,0 ; 6H 1,31).

Le nombre de méthylénes dans la chaine aliphatique a pu étre déterminé grace a la masse
de la molécule (m/z 827,64819) afin de correspondre avec la formule brute C4sHgzNgOs*. Celle-ci

est constituée de 15 carbones méthyléniques.

De structure nouvelle, proche de celles des ptilomycalines E (MU6), F (MU7) et G (MUS8),

MU9 a été nommé ptilomycaline H.

pop m= 1H - 1H COSY

a6 ~NH2 X\ 1H - 13C HMBC
o "N
39Hi°
HZN%NH

Figure 21 : Corrélations RMN 2D clés du métabolite MU9.
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Tableau XII : Données de la RMN 1D et 2D pour MU9 enregistrées dans CD30D a 500MHz.

Les déplacements chimiques (§) sont donnés en ppm par rapport au TMS.
Les constantes de couplage | en Hertz figurent entre parentheses.

Position 5C, type SH COSY (1H-1H) HMBC (1H-13C)
1 10,7, CHs 0,85 (t,7,3) H2 2,3
2 30,1, CHz 1,46, (m) ; 1,55 (m) H1, H3 1,3,4
3 72,1, CH 4,41 (brd, 10,3) H2, H4 2
4 134,1, CH 5,51 (brd, 10,9) H5 2,3,6
5 131,1, CH 5,71 (m) H4, H6a 3,6,7
6 24,3, CHz 2,16 (m) ; 2,42 (m) H5, H7 4,5,7,8
7 38,0, CH> 1,98 (m); 2,38 (m) H6 5,6,8,9
8 84,9,C - - -
1,42 (m);
9 37,7, CHz 2,64 (4d, 12,8 47) H10 7,8,10
10 55,4, CH 4,06 (m) H9, H11 -
11 31,3, CHz 1,60 (m); 2,30 (m) H10, H12 9,10
12 27,4, CHz 1,81 (m); 2,32 (m) H11, H13 10,11, 13, 14
13 54,0, CH 4,35 (dt,9,7;; 5,3) H12, H14 12,14, 22
14 50,7, CH 3,07 (d, 5,0) H13, H15 13,15, 16, 22
15 81,9,C - - -
16 32,7, CH; 1,70 (m) H17 14,15,17
17 19,2, CH; 1,82 (m); 1,76 (m) H16, H18 16,18
18 32,8, CH; 1,28 (m); 1,70, (m) H17,H19 17,19, 20
19 68,2, CH2 3,83 (m) H18, H20 20
20 21,7, CHs 1,09 (d, 6,1) H19 18,19
21 150,3,C - - -
22 170,0, C - - -
23 66,4, CHz 4,14 (m) H24 22,24
24 29,4, CH, 1,65 (m) H23, H25 23
25-35 30,0 - 31,0, CH> 1,31 (m) - -
36 26,6, CHz 1,60 (m) H35, H37 37,38
37 33,7, CHz 2,39 (m) H36 36,38
38 176,3,C - - -
39 49,1, CHz (9a) 3,40 (m) H40
439, CHs (9b) 38,40, 41, 43
40 29,0, CHz (9a) 1,89 (m) (9a) H39, H41 39,41
28,0, CHz (9b) 1,80 (m) (9b)
41 39,6, CHz (9a) 3,22 (m) (9a) H40 39, 40, 42
39,9, CHz (9b) 3,15 (t, 6,8) (9b)
42 158,5,C - - -
43 48,5, CHz 3,38 (s) H44 38, 44
44 25,7, CHz 1,67 (m) H43 43
45 26,7, CHz 1,63 (m) H46 44
46 40,2, CHz 2,96 (m) H45 44,45

I1.2.3 Réseau moléculaire

» Leréseau moléculaire, un outil permettant la déréplication.

Pour rechercher de nouveaux candidats médicaments a partir de produits naturels, le
travail commence sur une matrice complexe: des extraits bruts contenant des centaines de
composés. L'isolement et I'élucidation structurale de nouvelles molécules sont des taches
fastidieuses, I'idéal serait donc de pouvoir seulement se préoccuper de nouvelles molécules et de
ne pas perdre du temps a réisoler et recaractériser des métabolites déja décrits dans la littérature.
Pour cela, une identification rapide des métabolites déja décris peut étre faite par comparaison

des données spectrales expérimentales a des bases de données, cela s’appelle la déréplication
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(Gaudéncio S. P. et Pereira F., 2015). Cette déréplication est une étape clé dans la découverte de

nouveaux candidats médicaments a partir de matrices complexes.

La déréplication s’appuie sur les techniques analytiques permettant la caractérisation de
matrices complexes ; et parmi celles-ci, I'introduction de la Chromatographie Liquide Ultrahaute
Performance couplée a des détecteurs par Spectrométrie de Masse Haute Résolution a marqué
une réelle avancée. Cette technique permet d’obtenir rapidement la formule brute des molécules
présentes dans I'extrait et donne ainsi une information primordiale dans la comparaison avec des
bases de données (Kind T. et Fiehn O., 2007). Néanmoins, cette information montre des limites ;
la discrimination entre différents isomeres ne peut pas étre faite et d’autres données spectrales
sont alors nécessaires pour permettre leur différentiation. La spectrométrie de masse en tandem
(SM/SM) permet d’obtenir des informations supplémentaires sur la structure des molécules par
fragmentation de I'ion moléculaire puis d'une seconde analyse par spectrométrie de masse sur les
fragments générés (Nielsen K. F. et Larsen T. O., 2015). Elle est donc plus dicriminante dans le
processus de déréplication, cependant, comparer les milliers de spectres de masses acquis lors de
I'analyse d’un extrait brut a une base de données manuellement serait trop fastidieux et c’est en

¢a que la création d’un réseau moléculaire a de I'intérét.

Les réseaux moléculaires permettent d’organiser les spectres SM/SM d'un extrait donné
en les comparant et en les regroupant en fonction de leur similitude via la mise en place d'une
partition cosinus modifiée (Watrous J. et al., 2012). Les spectres SM/SM étant liés a la structure
de la molécule, le réseau moléculaire est donc capable de regrouper les molécules en fonction de
leurs similitudes structurales. Ces spectres sont alors comparés a ceux disponibles dans des bases
de données (MassBank, Metlin, ReSpect, NIST, et les bases de données de la communauté Global
Natural Products Social (GNPS)) regroupant des spectres SM/SM expérimentaux d’environ 20 000
composés ; mais également a ceux d’'une base de données (ISDB) regroupant les spectres SM/SM

in silico d’environ 200 000 composés (Allard P. M. et al., 2016).

Le processus de déréplication permet I'annotation de toutes les molécules (nceuds)
présentes dans le réseau ayant un spectre SM/SM correspondant avec 'un des quelques 220 000
disponibles dans les bases de données. Le regroupement des molécules (cluster) en fonction de
leur similitude structurale présente des avantages certains dans le processus de déréplication ; il
permet par exemple d’évaluer la pertinence de la déréplication d’'une molécule donnée au sein
d’un cluster en comparant sa structure avec celles d’autres molécules du cluster. En effet, si une
molécule dérépliquée appartient a un cluster regroupant un type de structures particuliéres, ce
regroupement peut aider a identifier ses voisins dans le réseau en donnant une structure partielle
de ceux-ci. Autre avantage de la déréplication grice au réseau moléculaire, elle permet la

recherche d’analogues de molécules bioactives. En effet, une fois une molécule possédant une

77



Chapitre 1 - Etude de I'éponge Monanchora unguiculata (Dendy, 1922)

activité ciblée identifiée, ce regroupement permet d’isoler sélectivement les analogues de cette
molécule afin d’évaluer les modulations de 'activité en fonction des modifications chimiques de

la molécule et ainsi d’établir une corrélation structure/activité.

» Déréplication et annotations des molécules présentes dans I’extrait brut
de I'éponge Monanchora unguiculata de Madagascar.
- Déréplication a partir des bases de données contenant les spectres de masse

expérimentaux et in silico.

L'analyse par CLUP-SM? de l'extrait brut de Monanchora unguiculata a permis la
génération d'un réseau moléculaire sur GNPS (Global Natural Products Social Molecular
Networking) (Figure 22). Une premiere comparaison a été faite entre les spectres SMHR-SMHR
de I'extrait brut et les quelques 20 000 spectres expérimentaux référencés dans les bases de
données ; il n'y a aucune correspondance pertinente (présence de structures déja isolées du genre
Monanchora). Cela peut-étre dii au fait que ces bases de données sont essentiellement alimentées
par des spectres de masses de molécules issues de la biodiversité terrestre. Une seconde
comparaison a alors été faite entre les spectres SMHR-SMHR de I'extrait brut et les quelques
200 000 spectres in silico des molécules présentes dans la base de données DNP (Dictionary of
Natural Products). Il y a correspondance avec une dizaine de molécules ayant déja été isolées
d’éponges du genre Monanchora, celles-ci sont regroupées dans 4 clusters (Figures 22, 23 et 24).
Parmi celles-ci, se trouvent la crambescidine 359 (M71), la crambescidine 800 (M66), la
fromiamycaline (M70) et I'acide crambescidique (M76), les quatres molécules déja décrites dans
la littérature et ayant été isolées de I'éponge Monanchora unguiculata de Madagascar. En revanche
pour la molécule de masse m/z 658,479, il y a une correspondance avec l'acide crambescidique
(M70) mais également avec le néofolitispate 3 (M79). Le réseau moléculaire ne permet pas de

discriminer ces isomeéres de structures.
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Figure 22 : Réseau moléculaire réalisé a partir de I'extrait brut de Monanchora unguiculata.
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- Annotation des molécules isolées.

Parmi les molécules isolées, la crambescidine 800 (M66), la fromiamycaline (M70) ainsi
que les ptilomycalines E (MU6), G (MU8) et H (MU9) se retrouvent bien dans le méme cluster
(Figure 24). Celles-ci ayant toutes une structure relativement proche (un motif pentacyclique et
un motif spermidine reliés par une chaine carbonée), il est logique de les retrouver dans le méme
cluster. Il est également cohérent de ne pas retrouver 'unguiculine A (MUS5) dans ce cluster car
cette molécule posséde une structure différente (pas de motif pentacyclique). Celle-ci est bien
présente dans le réseau généré mais se trouve dans un autre cluster, beaucoup plus petit, ne

contenant que 6 molécules.

En revanche, cela semble étonnant de ne pas retrouver la ptilomycaline F (MU7) dans le
méme cluster que les ptilomycaline E, G et H car celle-ci posséde une structure voisine. Cela peut
s’expliquer par le fait que lors de I'analyse SMHR de la molécule isolée, I'abondance du pic
moléculaire monochargé (m/z 855,6606) est tres inférieure a celle du pic moléculaire dichargé
(m/z 428,3284). Le pic moléculaire visible dans I’extrait brut est donc le pic dichargg, celui-ci est
effectivement présent dans un autre cluster, regroupant les spectres SMHR-SMHR des formes

dichargées d’analogues des crambescidines et des ptilomycalines (Figure 25).

Cela nous montre une des limites de la méthode. Le réseau moléculaire étant généré a
partir des données brutes acquises lors de I'analyse CLUP-SMHR?, certaines molécules présentes
sous forme monochargées et dichargées peuvent étre représentées dans deux clusters. L'idéal
serait donc un retraitement de données (comme cela peut étre fait sous MZmine), afin de tenir
compte de la charge de la molécule avant la génération du réseau moléculaire sur GNPS. Ce
traitement permettrait de simplifier le réseau (une masse pour une molécule) mais surtout d’étre

str que ce soit la masse m/z de la molécule monochargée qui soit comparée aux bases de données.
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Figure 23 : Réseau moléculaire réalisé a partir de I'extrait brut de Monanchora unguiculata : Zones 1, 2 et 3.
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Figure 24 : Réseau moléculaire réalisé a partir de I'extrait brut de Monanchora unguiculata : Zone 4.
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Figure 25 : Réseau moléculaire réalisé a partir de 'extrait brut de Monanchora unguiculata : Zone 5.
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I1.3 Evaluation de I'activité biologique des métabolites isolés

I1.3.1 Activité antipaludique

» Principe du test

Les tests d’activité antipaludique ont été réalisés sous la direction du Professeur Michel

Frédérich du Laboratoire de Pharmacognosie de I'Université de Liége, Belgique.

L’extrait brut de Monanchora unguiculata ayant révélé une activité antiproliférative in
vitro intéressante (Clso = 2,26 pg/mL, Chapitre 1 et Annexe I) sur le parasite Plasmodium
falciparum (souche 3D7), les composés isolés de cette éponge, ont donc été également évalués

pour leur activité antiplasmodium in vitro contre Plasmodium falciparum.
» Résultats du test

Avec des Clso inférieures a 0,5 pg/mL, l1a crambescidine 800 (M66) (0,420 + 0,017 pg/mL),
la fromiamycaline (M70) (0,187 + 0,023 pg/mL), la ptilomycaline E (MU6) (0,303 £ 0,112 pg/mL),
la ptilomycaline F (MU7) (0,197 £ 0,012 pg/mL) et le mélanges des ptilomycalines G et H (MU8
etMU9) (0,383 + 0,040 pg/mL) (Tableau XIII) présentent une excellente activité antiplasmodium
par inhibition de la croissance parasitaire et peuvent étre considérés en conséquence comme des
agents antipaludiques potentiels. Bien que l'artémisinine, principale molécule utilisée
actuellement dans les traitements antipaludiques, présente une activité 50 a 100 fois plus élevée
que les molécules isolées de Monanchora unguiculata, celles-ci sont intéressantes car leurs
structures different totalement de celle de I'artémisinine. Ces molécules pourraient donc servir en
« Thérapie combinée a base d'artémisinine (ACT)», qui est le seul traitement médical
recommandé a ce jour par 'OMS. Ce mode thérapeutique combinant I'artémisinine a un autre
agent antipaludéen vise a enrayer le phénomeéne de résistance de certaines souches de

Plasmodium aux médicaments actuellement utilisés.

Tableau XIII : Activité antiplasmodium des métabolites isolés de Monanchora unguiculata.

. P. falciparum clone 3D7
Molécule Clso (ng/mL)

crambescidine 359 (M62) non testé
crambescidine 800 (M51) 0,420 (2 0,017)
fromiamycaline (M61) 0,187 (x 0,023)
acide crambescidique (M67) non testé
unguiculine A (MU5) 6,043 (= 0,035)
pitolmycaline E (MU6) 0,303 (¢0,112)
pitolmycaline F (MU7) 0,197 (2 0,012)
pitolmycaline G + H (MU8 + MU9) 0,383 (= 0,040)
artémisinine 0, 0045 (+ 0,0002)
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I1.3.2 Cytotoxicité sur cellules KB

» Principe du test

Les tests de cytotoxicité sur cellules KB ont été réalisés sous la direction du Docteur Thierry
Cresteil puis sous la direction de I'Ingénieur de Recherche, Jérome Bignon a I'ICSN (Institut de

Chimie des Substances Naturelles de Gif-sur-Yvette), France.

L’extrait brut de Monanchora unguiculata ayant révélé une cytotoxicité intéressante (99
% d’inhibition a 10 pg/mL, Chapitre I et Annexe I) sur les cellules KB, les composés isolés de cette

éponge, ont donc été également évalués pour leur cytotoxicité sur cellules KB.
» Résultats du test

Avec des Clso de 'ordre du micromolaire, certaines des molécules testées présentent une
activité intéressante. La fromiamycaline (M70), la ptilomycaline E (MU6) et le mélange des
ptilomycalines G et H (MU8 et MU9) sont particuliérement actifs avec des Clso respectives de
0,92;0,74 et 0,76 pg/mL (Tableau XIV). L’acide crambescidique (M76) et 'unguiculine A (MU5)
présentent des activités trés modérées, Clso de 5,80 et 3,59 pg/mL respectivement. L’acide
crambescidique présentant le motif pentacyclique mais pas de motif spermidine et I'unguiculine
A présentant un motif spermidine mais pas de motif pentacyclique, I'association de ces deux
motifs semblent donc avoir un fort impact sur la cytotoxicité de ces molécules ; d’autant plus que
toutes les autres molécules présentant I'association de ces deux motifs ont des Clso comprisent

entre 0,74 et 1,38 pg/mL.

Tableau XIV : Cytotoxicité sur les cellules KB des métabolites isolés de Monanchora unguiculata.

Molécule Cellules KB
Clso (ng/mL)

crambescidine 359 (MU1) -
crambescidine 800 (MU2) 1,05 (= 0,06)
fromiamycaline (MU3) 0,92 (x0,09)
acide crambescidique (MU4) 5,80 (x0,97)
unguiculine A (MU5) 3,59 (x0,45)
pitolmycaline E (MU6) 0,74 (£ 0,03)
pitolmycaline F (MU7) 1,38 (2 0,16)
pitolmycaline G + H (MU8 + MU9) 0,76 (+x 0,04)

I1.4 Discussion

L’éponge Monanchora unguiculata a été choisie non seulement pour ses activités
biologiques, a savoir, sa cytotoxicité envers la lignée cellulaire KB (99 % d'inhibition a 10 ug/mL)

et son activité antipaludique (Clso 2,26 pg/mL), mais aussi en raison de la complexité de son profil
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chimique présentant deux composés majoritaires dont le composé MU6 non répertorié dans la

littérature (m/z 869,7).

L’étude de cette éponge a permis l'isolement de 9 alcaloides guanidiniques: 4 de
structures connues (M66 ; M70; M71 et M76) et 5 de structures nouvelles (MU5 - MU9). Tous
ces composés ont été testés pour leur cytotoxicité sur cellules KB et six d’entre eux pour leur
activité antipaludique (M66 ; M70 ; MU5 ; MUG6 ; MU7 et le mélange MU8 + MU9). Les résultats

suivants ont été obtenus :

e Une rapide analyse structure-activité laisse supposer que le motif spermidine associé
au motif pentacyclique serait a I'origine de l'activité cytotoxique relevée. En effet, tous
les alcaloides guanidiniques actifs (M66, M70, MU6 - MU9) sont porteurs de ces deux
motifs alors que M71, M76 et MU5 bien moins actifs, ne présentent pas cette
association motif spermidine - motif pentacyclique. La présence d'une guanidine
terminale semble augmenter la cytotoxicité (MU6 et le mélange MU8 + MU9 plus
cytotoxiques que M66) tandis que la présence d'un formamide terminal semble
diminuer la cytotoxicité (MU7 moins cytotoxique que le mélange MU8 + MU9).

e MUS présente une activité antiplasmodium moyenne (Clso 6,04 pg/mL); M66, M70
MUG6, MU7 ainsi que le mélange MU8 + MU9 présentent, quant a eux, une excellente
activité antiplasmodium (0,15 pg/mL < Clso < 0,45 pg/mL). Le motif pentacyclique

semble donc impliqué dans 'activité antiplasmodium.

Les données de la littérature montrent que les alcaloides guanidiniques pentacycliques
sont caractéristiques des éponges appartenant a la famille des Crambeidae, et plus
particulierement aux genres Crambe (Vosmaer, 1880) et Monanchora (Carter, 1883). Seuls les
travaux d’Othani I. et al. (1992), de Palagiano E. et al. (1995) et de Patil A. D. et al. (1995), font
référence a l'isolement de structures pentacycliques provenant d’organismes autres que ceux de
la famille des Crambeidae. Othani 1. et al. (1992) ont isolé la ptilomycaline A (M65) des éponges
Ptilocaulis spiculifer et Hemimycale sp.. Palagiano E. et al. (1995) ont isolé de I'étoile de mer
Celerina heffernani, la ptilomycaline A, la crambescidine 800 (M66) ainsi que la céléromycaline
(M67) et de I'étoile de mer Fromia monilis, la ptilomycaline A, la crambescidine 800 et la
fromiamycaline (M70). Patil A. D. et al. (1995) ont isolé de I'éponge Batzella sp., la ptilomycaline
A, la crambescidine 800 et la crambescidine 816 (M90). Hormis ces trois exemples, 33 des 34
alcaloides pentacycliques décrits dans la littérature ont été isolés d’éponges appartenannt a la
famille des Crambeidae et peuvent donc étre considérés comme marqueurs chimiotaxonomiques

de cette famille.
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La génération d'un réseau moléculaire a permis de regrouper les alcaloides guanidiniques
pentacycliques présents dans 'extrait brut de Monanchora unguiculata en trois cluster (Figure
22). Un premier contenant les dérivés de la crambescidine 359, un second contenant les dérivés
de l'acide crambescidique et un dernier contenant les dérivés de la ptilomycaline (Figure 24).
L’analyse des masses des composés présents dans ce cluster permet, en recoupant ces valeurs
avec celles des composés décrits dans la littérature, de repérer la présence de composés déja
décrits ou de nouveaux composés. On peut supposer, par exemple, que les composés de masse
m/z 787,6 et 815,6, correspondent respectivement aux crambescidines 786 (M68) et 814 (M69)
isolées en 2016 (El-Demerdash A. et al., 2016) et non répertoriées a ce jour dans la base de
données (ISDB). En revanche, certains de ces composés ont des masses non décrites dans la
littérature. Il serait alors intéressant de se focaliser sur ces composés lors d'un prochain
fractionnement guidé par masse (Azzollini A. et al., 2016). De plus, la position de ces molécules
dans le cluster permet d’émettre une hypothése quant a leur structure. Par exemple, le composé
de masse m/z 797,6 étant relié a la fromiamycaline (M70), il en est probablement
structurellement proche. La différence de masse de +14,015 peut-étre expliqué par la présence
d’'un méthylene supplémentaire dans la chaine carbonée. Il serait alors intéressant de générer un
spectre SMHR/SMHR in silico de ce composé de masse m/z 797,6 afin de vérifier I'hypothése de
structure émise. Ainsi, le réseau moléculairees permet de simplifier la caractérisation structurale

d’'un nouveau composé lors de son isolement.

Les alcaloides guanidiniques dérivés de la ptilomycaline A, ayant démontré un large
spectre d’activités biologiques, sont largement mentionnés dans la littérature, que ce soit dans le
cadre de recherches de nouveaux dérivés naturels bioactifs ou encore pour la recherche de voies
de syntheses possibles. Des études portant sur les relations structures-activités relatives a ces
molécules sont également menées. Le Tableau XV regroupe les différents dérivés naturels de la
ptilomycaline A, leurs activités biologiques, ainsi que I'existence ou non d’'une voie de synthése.
Sont également représentés ci-dessous les 5 dérivés de la ptilomycaline A (M90 - M94) non

référencés dans I’étude bibliographique du genre Monanchora.
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crambescidine 816 (M90) n = 13 13,14,15-isocrambescidine 800 (M93)
crambescidine 830 (M91) n = 14
crambescidine 844 (M92) n = 15

crambidine (M94)

La ptilomycaline A (M65) et la crambescidine 800 (M66) sont les alcaloides guanidiniques
pentacycliques les plus couramment isolés et sont, par conséquent, les molécules les plus
étudiées; elles présentent des activités antitumorale, antivirale, antimicrobienne,
antileishmaniale et antimalariale. Leur syntheése totale a fait I'objet de plusieurs études et suite a
cela, un brevet (W02004028452 A2) a méme été déposé concernant la synthese totale du noyau
pentacyclique. L’'inconvénient principal de ces deux molécules vient du fait qu’elles sont
cytotoxiques sur cellules normales Vero (Hua H. M,, et al.,, 2007). Cela est confirmé, pour la
crambescidine 800, par le calcul d'un index de sélectivité (IS), parametre donnant la marge de
concentration d’utilisation d’'une molécule. Il a été calculé en comparant la cytotoxicité sur cellules
KB et 1'effet inhibiteur sur Plasmodium falciparum : Clso (KB) / Clso (Plasmodium falciparum). Avec
un index de sélectivité de 2,5, la crambescidine 800 ne présente pas d’activité sélective, elle ne
peut donc pas étre considérée comme un candidat médicament. La fromiamycaline (M70),
molécule présentant la meilleure activité antipaludique posséde un index de selectivité moyen
(4,9) tandis que la ptilomycaline F (MU7), molécule légérement moins active contre Plasmodium
falciparum que la fromiamycaline posséde un bon index de sélectivité (7,0). Il serait alors
intéressant de tester la cytotoxicité sur cellules saines de ces deux molécules, afin de valider leur

index de sélectivité et d’en faire de potentiels candidats médicaments.

88



Chapitre 1l - Etude de I'éponge Monanchora unguiculata (Dendy, 1922)

Tableau XV : Origine, bioactivités et existence d’une voie de synthése des dérivés de la ptilomycaline A

Molécule

Organismes

Lieux de collecte

Activités biologiques

Syntheése totale

Références

16[-hydroxycrambescidine 359 (M72)
acide crambescidinique (M73)

acide crambescidique (M76)

acide norcrambescidique (M80)

céléromycaline (M67)
crambescidine 359 (M71)

crambescidine 431 (M74)
crambescidine 786 (M68)

crambescidine 800 (M66)

crambescidine 814 (M69)
crambescidine 816 (M90)
crambescidine 826 (M81)

crambescidine 830 (M91)
crambescidine 844 (M92)

crambidine (M94)

fromiamycaline (M70)

13,14,15-isocrambescidine 800 (M93)

Monanchora arbuscula (unguifera)
Monanchora ungiculata

Monanchora arbuscula (unguifera)
Monanchora dianchora
Monanchora sp.

Monanchora sp.
Celerina heffernani

Monanchora unguiculata
Monanchora sp.

Monanchora unguiculata

Monanchora sp.

Crambe crambe

Crambe crambe

Celerina heffernani

Fromia monilis

Monanchora arbuscula (unguifera)
Monanchora sp.

Monanchora sp.

Batzella sp.

Monanchora sp.
Crambe crambe
Crambe crambe
Batzella sp.

Monanchora sp.
Monanchora sp.
Crambe crambe

Crambe crambe

Crambe crambe

Fromia monilis
Monanchora sp.
Monanchora arbuscula (unguifera)

Crambe crambe

Jamaique
Male, Maldive

Bocas del Toro, Panama
Nosy Be, Madagascar
Hiva Oa, Iles Marquises

Hiva Oa, Iles Marquises
Nouvelle-Calédonie, France

fles Amirfante, Seychelles
Hiva Oa, Iles Marquises

iles Amirante, Seychelles

Hiva Oa, Iles Marquises

Majorque, Espagne
Favignana, Italie
Nouvelle-Calédonie, France
Nouvelle-Calédonie, France
Jamaique

Palau

Hiva Oa, Iles Marquises
Bahamas

Hiva Oa, iles Marquises
Majorque, Espagne
Favignana, Italie
Bahamas

Palau

Hiva Oa, Iles Marquises
Majorque, Espagne

Majorque, Espagne

Favignana, Italie

Nouvelle-Calédonie, France
Palau
Martinique, France

Favignana, Italie

Antitumorale

Antitumorale
Antivirale

Antitumorale

Antivirale
Antimicrobienne
Antitumorale
Antileishmaniale
Antimalariale

Antitumorale
Antivirale
Antitumorale
Inhibiteur calcique

Antivirale

Antivirale
Antitumorale

Antivirale
Antitumorale
Antimalariale

oui

oui

oui

oui

oui

Hua H.M. etal, 2007
Meragelman K. M. et al,, 2004
Coffey D. S. etal., 2000
Gallimore W. A. etal., 2005
Bensemhoun J. et al., 2007
El-Demerdash A. et al.,, 2016
El-Demerdash A. et al.,, 2016
Palagiano E. et al. 1995
BraeckmanJ. C. et al., 2000
Nagasawa K. et al., 2002
El-Demerdash A. et al., 2016
Braeckman J. C. et al.,, 2000
AronZ.D.etal., 2004
El-Demerdash A. et al., 2016
Jares-Erijman E. A. et al. 1991
Berlinck R. G. S. et al,, 1993
Palagiano E. et al. 1995

Patil A. D. et al., 1995
Braeckman J. C. et al., 2000
Coffey D. S. et al., 2000

Chang N. F. etal, 2003

Aron Z.D. et Overman L. E., 2004
Hua H.M. etal, 2007
El-Demerdash A. et al., 2016
El-Demerdash A. et al., 2016
Jares-Erijman E. A. et al. 1991
Berlinck R. G. S. et al,, 1993
Patil A. D. et al., 1995
ChangN. F.etal, 2003
El-Demerdash A. et al.,, 2016
Jares-Erijman E. A. et al. 1991

Jares-Erijman E. A. et al. 1991

Berlinck R. G. S. et al,, 1993
Overman L. E. et Ho Rhee Y., 2005
Palagiano E. et al. 1995

Chang N. F. etal, 2003

Laville R. et al., 2009

Berlinck R. G. S. et al,, 1993
Coffey D. S. et al., 2000

Aron Z. D. et Overman L. E., 2004
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Tableau XV : Origine, bioactivités et existence d’une voie de synthése des dérivés de la ptilomycaline A (suite)

Molécule

Organismes

Lieux de collecte

Activités biologiques

Synthese totale

Références

monanchocidine A (M82)
monanchocidine B (M83)
monanchocidine C (M84)
monanchocidine D (M85)
monanchocidine E (M86)
monanchomycaline A (M87)
monanchomycaline B (M88)
monanchomycaline C (M89)
néofolitispate 1 (M77)

néofolitispate 2 (M78)
néofolitispate 3 (M79)

Monanchora pulchra
Monanchora pulchra
Monanchora pulchra
Monanchora pulchra
Monanchora pulchra
Monanchora pulchra
Monanchora pulchra
Monanchora pulchra

Monanchora (Neofolitispa) dianchora
Monanchora (Neofolitispa) dianchora

Monanchora (Neofolitispa) dianchora

Hemimycale sp.
Ptilocaulis spiculifer

ptilomycaline A (M65)

Monanchora arbuscula (unguifera)
Monanchora arbuscula (unguifera)
Monanchora arbuscula (unguifera)

ptilomycaline D (M75)
ptilomycaline E (MU6)

ptilomycaline F (MU7)
ptilomycaline G (MU8)

ptilomycaline H (MU9)

Celerina heffernani
Fromia monilis
Batzella sp.
Monanchora dianchora

Monanchora unguiculata
Monanchora unguiculata
Monanchora unguiculata

Monanchora unguiculata

Ouroup, Russie
Ouroup, Russie
Ouroup, Russie
Ouroup, Russie
Ouroup, Russie
Ouroup, Russie
Ouroup, Russie
Ouroup, Russie
Iles Andaman, Inde

Iles Andaman, Inde

Iles Andaman, Inde
Mer Rouge
Caraibes
Jamaique
Bocas del Toro, Panama
Martinique, France
Nouvelle-Calédonie
Nouvelle-Calédonie
Bahamas
Nosy Be, Madagascar

Iles Mitsio, Magadascar
Iles Mitsio, Magadascar
Iles Mitsio, Magadascar

Iles Mitsio, Magadascar

Antitumorale
Antitumorale
Antitumorale
Antitumorale
Antitumorale
Antitumorale

Antivirale
Antivirale

Antivirale

Antivirale
Antimicrobienne
Antitumorale
Antileishmaniale
Antimalariale

Antitumorale
Antimalariale
Antitumorale
Antimalariale
Antitumorale
Antimalariale
Antitumorale
Antimalariale

oui

Guzii A. G. etal, 2010
Makarieva T.N. et al, 2012
Makarieva T.N. et al, 2011
Makarieva T.N. et al, 2011
Makarieva T. N. et al, 2011
Makarieva T.N. et al.,, 2012
Makarieva T. N. et al, 2012

Tabakmakher K. M. et al.,, 2013
Venkateswarlu Y. et al., 1999
Venkateswarlu Y. et al., 1999

Coffey D. S. et al., 2000
Venkateswarlu Y. et al., 1999

Othani I. et al., 1992
Palagiano E. et al. 1995
Patil A. D. et al,, 1995
Aron Z.D. et Overman L. E., 2004
Gallimore W. A. et al., 2005
Hua H. M. etal.,, 2007
Laville R. et al., 2009

Bensemhoun J. et al., 2007
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Chapitre 11l - Etude de I'’éponge Amphimedon sp. (Duchassaing & Michelotti, 1864)

I11.1 Eléments bibliographiques sur Amphimedon sp.

II1.1.1 Localisation du genre Amphimedon (Duchassaing &
Michelotti, 1864)

Les éponges du genre Amphimedon ont une répartition ubiquitaire. On les retrouve
principalement dans 1'Océan Indien (Céte Kenyane, Cote australienne, Mer de Timor, Mer
d’Arafura, Sri Lanka, Mer Rouge), dans 1'Océan Atlantique (Golfe du Mexique, Mer des Caraibes,
Bermudes, Cote brésilienne, Cote argentine, Terre de Feu), dans I'Océan Pacifique (Mer de Chine
Orientale, Micronésie, Fidji, Terre de Feu) et dans I'Océan Austral (Mer de Bellingshausen) (Figure

26). (www.iobis.org, www.marinespecies.org)

CanalldulViozambigue]

i
Figure 26 : Lieu de collecte des éponges du genre Amphimedon (crédit geoportail gouv.fr).

I11.1.2 Position systématique et description du genre
Amphimedon (Duchassaing & Michelotti, 1864)

% Position systématique (www.marinespecies.org)

Le genre Amphimedon (Duchassaing & Michelotti, 1864) appartient a la famille des
Niphatidae (ordre Haplosclerida) qui contient huit autres genres : Cribrochalina (Schmidt, 1870),
Dasychalina (Ridley & Dendy, 1886), Gelliodes (Ridley, 1884), Haliclonissa (Burton, 1932),
Hemigellius (Burton, 1932), Microxina (Topsent, 1916), Niphates (Duchassaing & Michelotti,
1864) et Pachychalina (Schmidt, 1868).
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Royaume: Animal
Phylum: Porifera
Classe: Demospongiae
Ordre: Haplosclerida
Famille: Niphatidae

Genre: Amphimedon

Synonymes du genre Amphimedon : Hemihaliclona (Burton, 1937)
Haliclona (Amphimedon) (Duchassaing & Michelotti,
1864)

R/

+ Description morphologique

« Espéces diversiformes, non encrolitées, n'étant pas garnies de pinceaux fibreux qui les rendent
hérissées. Leur surface est poreuse ou réticulée, leur intérieur spongieux ; plusieurs de ces espéces sont rouges
ou rougedtres, cependant il y en a une de verte, une autre violette, mais cette coloration peut étre considérée
comme dérivant du rouge. Parmi ces espéces il y en a qui, lorsqu'elles sont vivantes et qu'on les touche,
occasionnent un prurit fort incommode. Chez les amphimédon les parties cornées du réseau sont plus ou moins
atrophiées et disparaissent presque complétement chez certaines espéces. »

Duchassaing & Michelotti, 1864

Amphimedon est un genre difficile a reconnaitre, possédant beaucoup de similitudes avec
d’autres genres de la famille des Niphatidae comme Pachychalina, Cribrochalina ou Niphates
(Helmy T. et Van Soest R. W. M., 2004). Les éponges du genre Amphimedon différent par leur
surface plus ou moins lisse, par I'arrangement des spicules et par leur squelette choanosomique.
Ce sont des éponges, irrégulierement massives, lamellées, flabelliformes, avec de nombreux
oscules” répartis linéairement sur les bords ou dispersés sur les branches. Le squelette
ectosomique est constitué d’un réseau tridimensionnel de fibres secondaires formant des mailles
arrondies, recouvertes par une fine membrane. Le squelette choanosomique est constitué d'un
réseau irrégulier, diffus, radialement plumeux de fibres multispiculaires primaires,
irrégulierement connecté par des fibres multispiculaires secondaires. La spongine est présente de
maniere abondante. Les mégascléres sont des oxes™ possédant souvent des pointes modifiées ou
strongylotes” (Figure 27). Il n’y a pas de microscléres (Desqueyroux-Faundez R. et Valentine C,,

2002).

Lors de la collecte, aucune photo in situ de cette éponge n’a été prise.
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Figure 27 : Photographie de mégascleres (oxes strongylotes) d’Amphimedon queenslandica
(Hooper]. N. A. et Van Soest R. W. M., 2006).

II1.1.3 Travaux chimiques antérieurs relatifs au genre
Amphimedon (Duchassaing & Michelotti, 1864)

Les éponges de I'ordre des Haplosclerida sont trés riches en métabolites secondaires. Plus
de 1 800 métabolites secondaires ont été isolés d’éponges de cet ordre. Si 'on regarde les études
menées a I'échelle des familles, ce sont les éponges appartenant aux familles des Petrosiidae
(environ 800 molécules) et des Chalinidae (environ 400 molécules) les plus étudiées ; viennent
ensuite les éponges appartenant a la famille des Niphatidae (environ 300 molécules). La trés
grande majorité des molécules isolées a ce jour des éponges de la famille des Niphatidae (environ
280) proviennent des genres Amphimedon (Duchassaing & Michelotti, 1864), Cribrochalina
(Schmidt, 1870) et Niphates (Duchassaing & Michelotti, 1864). Concernant plus spécifiquement
les éponges du genre Amphimedon, la littérature fait principalement mention de terpénoides, de

macrolides et d’alcaloides.

I1.1.3.1 Les sesterterpénoides

Seuls les travaux d’Ishibashi, M. et al. (1993) font référence a un sesterterpéne isolé de
I'éponge Amphimedon sp.,la variabiline (A1). Celle-ci a démontré une activité anti-inflammatoire
(in vitro et in vivo) intéressante, comme inhibiteur des phospholipases A; cytolysique (cPLA?) et
sécrétoire (sPLA;), avec des Clso respectives de 7,9 uM et de 6,9 pM. Cette inhibition permet le
controle de la production d’acide arachidonique conduisant a une inhibition de la biosynthese de

médiateurs de I'inflammation (Escrig V. et al., 1997)

OH
/, X X XN
e} (@]

O

variabiline (A1)
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II.1.3.2 Les macrolides

Les données de la littérature font trés peu mention de la présence de macrolides dans les
éponges du genre Amphimedon. Seuls les travaux d’'Ovenden S. P. B. et al. (1999) y font référence ;
ils révelent la présence de quatre nouvelles lactames macrocycliques, les amphilactames A - D
(A2 - A5), qui ont été isolées de deux éponges du genre Amphimedon, les amphilactames A (A2),
C (A4) et D (A5) présentent une activité anti-nématode intéressante contre le nématode parasite
Haemonchus contortus. Elles inhibent le développement larvaire au stade L1 mais ne présentent
pas d’activité sur les ceufs. Leur activité in vitro est comparable aux anthelminthiques

commerciaux comme le 1évamisole et le closantel.

amphilactame A (A2) R=H amphilactame C (A4) R=H
amphilactame B (A3) R = CH3 amphilactame D (A5) R = CH3

I1.1.3.2 Les alcaloides

Les éponges du genre Amphimedon sont connues pour leur richesse en alcaloides. A ce
jour, pas moins de 64 alcaloides ont été isolés des éponges du genre Amphimedon dont certains,
ont montré des activités biologiques intéressantes (Schmitz F. |. et al, 1983 ; Kobayashi |J. et al,
1994 ; Kobayashi].etal, 1994 ; Tsuda M. etal., 1994 ; Tsuda M. et al.,, 1994 ; Albrizio S. et al., 1995 ;
Tsuda M. et al, 1996 ; Berlinck R. G. S. et al, 1996 ; Chehade C. et al., 1997 ; Kobayashi |. et al.,
1997 ; Mitchell S. S. et al, 1997 ; Tsuda M. et al., 1998 ; Watanabe D. et al.,, 1998 ; Kobayashi J. et
al, 1999 ; Tsuda M. et al., 1999 ; Hirano K. et al.,, 2000 ; Tsukamoto S. et al., 2000 ; Jeong S.]. et al,
2003 ; Matsunaga S. et al., 2004 ; Takekawa Y. et al.,, 2006 ; Kubota T. et al., 2007 ; Xu N. J. et al,
2007 ; Nishi T. et al., 2008 ; Takahashi Y. et al, 2009 ; Yamada M. et al., 2009 ; Sakurada T. et al,,
2010; KuraK. etal, 2011 ; Kubota T. et al,, 2013 ; Kubota T. et al, 2013).

/

% Les manzanines et dérivés apparentés

Les dérivés de la manzanine A (A6) (Sakai et al, 1986) sont des molécules
caractéristiques des éponges de la famille des Haplosclerida ; en effet, a 'heure actuelle, seuls les
travaux de Kondo et al. (1992) font référence a des dérivés de la manzanine provenant d’éponges

non Haplosclerida, appartenant au genre Ircinia (Dictyoceratida). A ce jour, 19 dérivés de la
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manzanine (A7- A26) ont été isolés d’éponges du genre Amphimedon, toutes collectées au Japon
(Kobayashi . et al., 1994 ; Kobayashi J. et al., 1994 ; Tsuda M. et al., 1994 ; Tsuda M. et al., 1994 ;
Tsuda M. et al, 1996 ; Kobayashi |. et al., 1997 ; Tsuda M. et al., 1998 ; Watanabe D. et al., 1998 ;
Takahashi Y. et al, 2009 ; Yamada M. et al, 2009 ; Kubota T. et al, 2013). La majorité de ces
composés présentent une activité cytotoxique sur diverses lignées cellulaires cancéreuses :
leucémie murine L1210, leucémie murine P388 et carcinome buccal KB (Tableau XVI). Certains
de ces composés présentent également d’autres activités biologiques. Par exemple, les
zamamidines A (A21), B (A22), et C (A23), la 3,4-dihydromanzamine J N-oxyde (A25) et la
manzamine A (A6) possédent des activités antiparasitaires contre Trypanosoma brucei brucei
(GUTat 3.1) responsable de la maladie du sommeil (Clso 1,04 ; 1,05; 0,27 ; 4,44 et 0,04 pg/mL
respectivement) et contre Plasmodium falciparum (souche K1) responsable du paludisme (Clso
7,16;12,20; 0,58; 7,02 et 0,97 pg/mL respectivement). D’autres composés se sont révélés étre
antibactériens comme la 6-hydroxymanzamine A (A7), la 3,4-dihydromanzamine A (A8), la
3,4-dihydro-6-hydroxymanzamine A (A9), la ma'éganédine A (A17) et la manzamine M
(A19) présentant des CMI respectives sur Sarcina lutea de 1,25; 4,0; 6,3; 2,8 et 2,3 ug/mL. La
3,4-dihydro-6-hydroxymanzamine A (A9), la ma'éganédine A (A17) et la manzamine M
(A19) sont également actives sur Corynebacterium xerosis avec des CMI respectives de 3,1 ; 5,7 et

5,7 ug/mL.

manzanine A (A6) R = H 3,4-dihydromanzamine A (A8) R = H
6-hydroxymanzanine A (A7) R = OH 3,4-dihydro-6-hydroxymanzamine A (A9) R = OH
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CH,OH ., CHOH

ircinol A (A10) ircinol B (A11)
N ‘ N O
H H
H
N N N
kéramaphidine C (A12) kéramamine C (A13) manzanine C (A14)

kéramaphine B (A15) manzanine L (A16) ma’éganédine A (A17)
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nakadomarine A (A18) manzanine M (A19) 3,4-dihydromanzamine ] (A20)

zamamidine A (A21) zamamidine B (A22)

zamamidine C (A23) 3,4-dihydro-6-hydroxy-10,11-époxymanzamine A (A24)
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3,4-dihydromanzamine ] N-oxyde (A25) zamamiphidine A (A26)

Tableau XVI : Activités cytotoxiques des manzanines et dérivés

, leucémie murine L1210  leucémie murine P388 carcinome buccal KB
Molécule

Clso (ng/mL) Clso (ng/mL) Clso (ng/mL)

6-hydroxymanzanine A (A7) 1,5 - 2,5
3,4-dihydromanzamine A (A8) 0,048 - 0,61
3,4-dihydro-6-hydroxymanzamine A (A9) 0,3 - -
ircinol A (A10) 2,4 - 6,1
ircinol B (A11) 7,7 - 9,4
kéramaphidine B (A15) - 0,28 0,3
manzanine L (A16) 3,7 - >10
ma’éganédine A (A17) 4,4 - -
nakadomarine A (A18) 1,3 - -
manzanine M (A19) 1,4 - -
3,4-dihydromanzamine J(A20) 0,5 - -
zamamidine A (A21) - >10 > 20
zamamidine B (A22) - >10 > 20
zamamidine C (A23) >10 >10 > 10
3,4-dihydro-6-hydroxy-10,11-

époxymanzamine A (A24) 3,9 3,6 7.2
3,4-dihydromanzamine ] N-oxyde (A25) 9,0 3,6 6,7
zamamiphidine A (A26) > 10 - > 10

+ Dérivés de la pyridine et sels de 3-alkylpyridinium

Les alcaloides majoritairement rencontrés dans les éponges du genre Amphimedon sont
des alcaloides au noyau pyridinique. En effet, 32 alcaloides de type pyridinique ont été décrits au
travers de 9 publications. Parmi ceux-ci, la cyclostellettamine-8,8’-diene (A27) (Xu N. J. et al,
2007), isolée de I'éponge Amphimedon compressa, collectée en Floride dans le Golfe du Mexique.
Cet alcaloide serait probablement un précurseur dans la voix de biosynthése des manzanines. Il
s’agit par ailleurs d'un dimere d’'un sel de 3-alkylpyridinium ayant montré des propriétés
antibactériennes remarquables contre six bactéries, Candida albicans, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Cryptococcus neoformans, MRS et Aspergillus fumigatus avec des Clso de
04;1,3;21;2,5;0,25 et 0,3 pg/mL respectivement. D’autres sels de pyridinium, mais de type

polymeéres, ont également été isolés d’éponges du genre Amphimedon, 'amphitoxine (A28)
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(Albrizio S. et al., 1995), isolée d’Amphimedon compressa, collectée dans I'Océan Altantique, aux
Bahamas et I'halitoxine (A29) (Berlinck R. G. S. et al, 1996), isolée d’Amphimedon viridis,
collectée dans 'Océan Atlantique, sur les cotes Brésiliennes. L’halitoxine (A29) possede une

activité hémolytique dépendante de sa masse molaire (DEso allant de 1 ng/mL a 1 pg/mL).

® ) e e
| P _ _ _
N X= é/\/\é ou N\é (ratio 1:1)

cyclostellettamine-8,8’-diene (A27) amphitoxine (A28) ; masse molaire 1 000 a 10 000 Da

halitoxine (A29) n = 2, 3, 4, 5 ; masse molaire 500 a 5 000 Da

Les travaux de Matsunaga S. et al (2004) sur une éponge du genre Amphimedon,
collectée au sud du Japon, ont permis d’isoler trois alcaloides pipéridiniques, '’halicyclamine A
(A30), la tétradéhydrohalicyclamine A (A31) et la 22-hydroxyhalicyclamine A (A32). Ces
trois molécules possedent une activité cytotoxique sur les cellules leucémiques P388 avec des Clso

respectives de 0,45 ; 2,2 et 0,45 pg/mlL.

halicyclamine A (A30) R=H tétradéhydrohalicyclamine A (A31)

22-hydroxyhalicyclamine A (A32) R = OH

De nombreux autres dérivés neutres de la pyridine ont été isolés d’éponges du genre
Amphimedon, ceux-ci sont particulierement intéressants car généralement tres toxiques. A titre
d’exemple, nous pouvons citer les pyrinodémines A - I (A33 - A41) ainsi que leurs précurseurs,
des alcaloides de type 3-alkylpyridine (A43 - A48) (Tsuda M. et al.,, 1999 ; Hirano K. et al., 2000 ;
Kura K. et al,, 2011 ; Kubota T. et al., 2013). Ces molécules ont été isolées de différentes éponges
du genre Amphimedon, toutes collectées au Japon. Les pyrinodémines A (A33), B (A34), C (A35),
D (A36), E (A37), G (A39) et H (A40) ont montré en particulier une activité cytotoxique sur
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différentes lignées cellulaires cancéreuses. Un bilan des activités cytotoxiques des pyrinodémines

est dressé dans le Tableau XVII.

/ \
z—

pyrinodémine A (A33) n=7 pyrinodémine B (A34) n=11
pyrinodémine C (A35)n=6 pyrinodémine D (A36) n=10

BN NH x o) NH
\ 5 AN N o \ 5 A N / Y
> N n N

OMe
pyrinodémine E (A37) m+n=1 pyrinodémine F (A38) m+n=1
| 57 Ay ZaA: 571
— N —
N b I ¢ N
OCHg

pyrinodémine G (A39)a+b=1;c+d=1

pyrinodémine I (A41)a+b=1;c+d=1
— —N~OH —N~OH
N7 N7

(112)-N-hydroxy-13-(3-pyridinyl)-1-tétradéc-11-énimine N-hydroxy-13-(3-pyridinyl)-1-tridécanimine
(A42)n=1;m=7 (A44)n=9

(52)-N-hydroxy-13-(3-pyridinyl)-1-tétradéc-5-énimine N-hydroxy-12-(3-pyridinyl)-1-dodécanimine
(A43)n=7;m=1 (A45)n=8
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/Nv\
// m OCH3
DR
~
N

niphatésine F (A46)n=7;m=3
N-méthoxy-16-(3-pyridinyl)-6-hexadécyn-1-imine (A47) n=8; m=2

Ont également été isolés d'une éponge du genre Amphimedon, collectée au Japon, les
nakinadine A - F (A48 - A53) (Kubota T. et al, 2007 ; Nishi T. et al, 2008). Seules les
nakinadines A (A48), B (A49) et C (A50) ont montré une activité cytotoxique sur différentes

lignées cellulaires cancéreuses. Ces activités sont répertoriées dans le Tableau XVII.

HOOC
X N
| P 11 H
N
nakinadine A (A48)
| X
N/

nakinadine C (A50) nakinadine D (A51) m=n=10
nakinadine E (A52) m=10;n=11

nakinamide F (A53)

Les hachijodines A - G (A54 - A60) (Tsukamoto S. et al, 2000) ont également été isolés
d’'une éponge du genre Amphimedon, collectée au Japon. Ces molécules ont montré une activité
cytotoxique sur les cellules leucémiques murines P388. Les différentes Clso sont listées dans le

Tableau XVII.
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R; H
N ~
1
= OH
N ! 2 N
hachijodine A (A54) R1=R2=R3=H hachijodine E (A58)
hachijodine B (A55) R1=Rs=H; Rz =CHs
hachijodine C (A56) R1=Rz=H; R3=CHs
hachijodine D (A57) R1 = CHs; R2=R3=H
OH
N_ _
- N
N Z 7 .
| X OH
N N7
hachijodine F (A59) hachijodine G (A60)

Toujours isolées d'une éponge du genre Amphimedon du Japon, les amphimédosides A -
E (A61 - A65) (Takekawa Y. et al,, 2006). Si les amphimédosides A (A61) et B (A62) ont montré
une cytotoxicité modérée sur cellules murines leucémiques, les amphimédosides C (A63), D
(A64) et E (A65) en revanche possedent une activité cytotoxique élevée sur ces mémes cellules

(Tableau XVII).

o<:H3

amphimédoside A (A61) m=3;n=9 amphimédoside D (A64)
amphimédoside B(A62) m=3;n=7
amphimédoside C (A63)m=1;n=9
N | OCH, OH
|
N
N ~— o

OH OH

amphimédoside E (A65)
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Tableau XVII : Activités cytotoxiques des différents dérivés de la pyridines isolés des éponges du genre Amphimedon.

Molécule Leucémie murine L1210 Leucémie murine P388 Carcinome buccal KB
Clso (ng/mL) Clso (ng/mL) Clso (ng/mL)
pyrinodémine A (A33) 0,058 - 0,5
pyrinodémine B (A34) 0,07 - 0,5
pyrinodémine C (A35) 0,06 - 0,5
pyrinodémine D (A36) 0,08 - 0,5
pyrinodémine E (A37) 8,8 55 -
pyrinodémine F (A38) > 10 >10 -
pyrinodémine G (A39) - 9,6 -
pyrinodémine H (A40) - 2,5 -
pyrinodémine I (A41) - >10 -
nakinadine A (A48) 1,3 - 2,5
nakinadine B (A49) 3,0 - 7,0
nakinadine C (A50) 5,0 - >10
nakinadine D (A51) > 10 - >10
nakinadine E (A52) > 10 - >10
nakinadine F (A53) >10 - >10
hachijodine A (A54) - 2,2 -
hachijodine B (A55) - 2,2 -
hachijodine C (A56) - 2,2 -
hachijodine D (A57) - 2,2 -
hachijodine E (A58) - 2,3 -
hachijodine F (A59) - 1,0 -
hachijodine G (A60) - 1,0 -
amphimédoside A (A61) - >10 -
amphimédoside B (A62) - >10 -
amphimédoside C (A63) - 5,0 -
amphimédoside D (A64) - 0,45 -
amphimédoside E (A65) - 2,2 -

¢ Alcaloides de type pyridoacridine

Les travaux de Schmitz F. ]. et al. (1983) menés sur 1'éponge Amphimedon sp., collectée
dans I'Océan Pacifique, sont les seuls a ce jour a faire mention d'un alcaloide de la famille des
pyridoacridines isolé du genre Amphimedon, 'amphimédine (A66). Ce type de composés a des
caractéristiques pigmentaires intéressantes, ils sont également cytotoxiques et agissent comme

agent d'intercalation dans ’ADN (Molinski, 1993 ; Thale et al., 2002).

amphimédine A (A66)

R/

+ Alcaloides puriques

Six des alcaloides isolés d’éponges appartenant au genre Amphimedon sont des purines.
Hormis la théophylline (A67), isolée par Chehade C. et al. (1997) d’un spécimen d’Amphimedon

viridis collecté sur les coOtes brésiliennes, les cinq autres sont nouvelles. La 1,3-
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diméthylisoguanine (A68), a été isolée de deux éponges Amphimedon viridis, I'une collectée sur
les cotes brésiliennes (Chehade C. et al.,, 1997) et 'autre aux Bermudes (Mitchell S. S. et al., 1997).
Cette molécule a également été isolée sous la forme 1,3-diméthylisoguaninium d’Amphimedon
paraviridis collectée dans la mer de Chine orientale (Jeong S. |. et al, 2003). Les travaux de
Sakurada T. et al. (2010) ont permis d’isoler quatre nouvelles purines, il s’agit de la 1,3-diméthyl-
8-oxoisoguanine (A69), la 1,9-diméthyl-8-oxoisoguanine (A70), la 3,9-diméthyl-8-
oxoisoguanine (A71) et la 9-méthyl-8-oxoisoguanine (A72).

+
2

R NH H

N N N Rl\N N
A Ay A A=

N 07 >N""N

o7 N H R
| I422 3

théophylline (A67) R=0 1,3-diméthyl-8-oxoisoguanine (A69) R1= CHs, R2= CH3, R3=H
1,3-diméthylisoguanine (A68) R = NH 1,9-diméthyl-8-oxoisoguanine (A70) R1 = CHs, Rz=H, R3 = CH3

3,9-diméthyl-8-oxoisoguanine (A71) R1 = H, R2= CHs, R3 = CH3
9-méthyl-8-oxoisoguanine (A72) R1=H, R2=H, R3 = CH3

I11.2 Etude chimique de I'éponge Amphimedon sp. de Madagascar

L’étude chimique de I'éponge Amphimedon sp. collectée a Madagascar a permis 'obtention
de trois composés (AS1 - AS3): un composé connu, l'acide 3,5-dibromo-4-méthoxybenzoique
(AS1), ainsi que deux composés nouveaux, deux alcaloides bromés, dérivés de la bromotyrosine
(AS2 - AS3). Les techniques d’isolement et de purification, ainsi que 1’élucidation structurale de

ces composés sont exposées ci-apres.

I11.2.1 Fractionnement et isolement des métabolites secondaires

L’isolement des métabolites secondaires de I'éponge Amphimedon sp. décrit ci-apres, est

illustré dans la Figure 28.

1,5 g de l'extrait brut dichlorométhane/méthanol (50/50 v/v) de I'’éponge ont été
fractionnés par CLMP sur une colonne de silice normale. L’élution a été réalisée au moyen d’un
systéme de solvants de polarité croissante : isoohexane 100 % ; isohexane / AcOEt 50/50 ; AcOEt
100 % ; AcOEt / méthanol 50/50 ; méthanol 100%. Cela a permis I'obtention de dix fractions (F1-
F10).

Les analyses par CLHP-DAD-SM des 10 fractions obtenues montrent que les composés
bromés ayant retenu notre attention lors de la sélection des organismes a travailler se trouvent

dans les fractions F8, F9 et F10.
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La fraction F9 contient le composé AS3, qui a été purifié par CLPH semi-préparative sur
une colonne en phase inverse (Phenomenex Gemini C18, 5 um, 10 x 250 mm) al’aide d’un gradient

de solvant eau + 0,1% acide formique / méthanol + 0,1 % acide formique.

La fraction F10 a été soumise a un second fractionnement par CLHP semi-préparative sur
colonne en phase inverse (Phenomenex Gemini C18, 5 um, 10 x 250 mm) avec un gradient eau +
0,1% acide formique / méthanol + 0,1 % acide formique. Quatorze sous-fractions ont ainsi été
collectées (F101-F1014). Parmi celles-ci, F106 contient le composé AS2 pur, F1013 le composé
AS3 et F1014 le composé AS1 pur.

Extrait brut

DCM / MeOH 50/50
(1,5g)

CLMP en phase normale
Eluant : Isochexane/AcOEL/MeOH

Isohexane 100% jusqu’da AcOEt/MeOH MeOH MeOH
| ACOEt/MeOH 50/50 (u/v) ! 25/75 (w/v) | 100% 4 100%
F1-F7 F8 F9 F10
(635 mg) (120 mg) (15 mg) (32 mg)
CLHP semi-préparative CLHP semi-préparative
en phase inverse en phase inverse
Eluant : Equ +0,1% AF/ Eluant : Equ +0,1% AF/
MeOH + 0,1% AF MeOH + 0,1% AF
v
F92(AS3)
(0,7 mg)
v y y r y
F101 - F105 ‘ ‘ F106 (AS2) ‘ ‘ F107 - F1012 F1013 (AS3) F1014 (AS1)
(3,6 mg) (2,8 mg) (5,5 mg) (1,3 mg) (1,0 mg)

Figure 28 : Fractionnement d’Amphimedon sp. pour l'obtention des métabolites AS1 a AS3.

I11.2.2 Elucidation structurale des métabolites secondaires isolés

I11.2.2.1 Elucidation structurale du métabolite AS1

acide 3,5-dibromo-4-méthoxybenzoique (AS1)
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Le composé AS1, isolé sous la forme d’une huile incolore, présente un spectre SMHR en
mode ESI- avec un ion moléculaire [m-H] a m/z 306,86111 (premier pic du massif isotopique) en

accord avec la formule brute CgHsBr,03’, (valeur calculée : m/z 306,8611, avec l'isotope 7°Br). Le
massif isotopique nous renseigne sur la présence de deux atomes de brome dans la molécule, en
effet, celui-ci est constitué de trois pics m/z 306,86111; 308,85901; 310,85684 d’abondance
relative respective de 53; 100 ; 48. Cela est dii aux deux isotopes du brome (79Br et 81Br) ayant
une abondance naturelle respective de 50,7% et de 49,3%. Le nombre d’insaturations calculé a

partir de la formule brute du composé est de 5.

L’analyse des données de la RMN mono- et bidimensionnelle 1H et 13C (Tableau XVIII)

révele la présence :

- D’un noyau aromatique caractérisé par les déplacements chimiques des carbones
C-3(0C 134,7);C-4 (06C 118,0); C-5 (0C 156,6) et des protons H-3 (6H 8,12).

- D’un groupement méthoxy, caractérisé par le déplacement chimique du carbone
C-6 (0C 60,8) et des protons H-6 (6H 3,87).

- D’un acide carboxylique, caractérisé par le déplacement chimique du carbone C-1

(5C 171,0).

Cette premiére approche met bien en évidence les 5 insaturations précédemment
calculées : un cycle aromatique comptant pour 4 insaturations et une fonction carbonyle de I'acide

carboxylique.

Pour AS1, aucune corrélation homonucléaire 1H - 1H de courte distance (1H - tH COSY) n’a
été observée. Le spectre RMN 1H ne présente en effet que deux singulets. La structure de AS1 a

été établie a partir des corrélations hétéronucléaires longues distances (*H - 13C HMBC).

e H-3(0H 8,12), proton aromatique intégrant pour 2, est corrélé avec C-3 (6C 134,7).
Cela implique la présence de deux carbones C-3 identiques. L’hypothése la plus
probable au regard des déplacements chimiques est une symétrie dans le cycle
aromatique et H-3 correspond a deux protons aromatiques équivalents.

e H-3 est corrélé avec C-4 (6C 118,0). En outre, le déplacement chimique de C-4
indque que ce dernier est substitué par un brome. Ainsi, afin de respecter la
symétrie dans la molécule et en se référant a la formule brute (CsHsBr,03), C-4
correspond a deux carbones quaternaires équivalents substitué chacun par un
atome de brome.

e H-3 etH-6 (0H 3,87), sont corrélés avec C-5 (8C 156,6). Les protons H-6, intégrant

pour 3 protons, ont un déplacement chimique caractéristique d’'un groupement
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méthoxy. Le carbone aromatique C-5 est donc substitué par un groupement
méthoxy.

e H-3 est corrélé avec C-1 (6C 171,0) dont le déplacement chimique est
caractéristique d’un acide carboxylique substituant le seul carbone aromatique
restant, C-2. La corrélation entre H-3 et C-1 implique que le carbone C-2 soit en
position ortho de C-3 afin que cette corrélation corresponde a un couplage 3J.

e (C-5estdoncen position méta par rapporta C-3. La corrélation sur le spectre HMBC

entre H-3 et C-5 correspond alors a un couplage 3/.

Le métabolite AS1 semble donc étre l'acide 3,5-dibromo-4-méthoxybenzoique.
Venkateswarlu Y. et Chavakula R. (1995), ont isolé pour la premiére fois ce métabolite de I'éponge
Psammaplysilla purpurea. Par la suite, AS1 a également été isolé de I'éponge Aplysinella sp. (Tian
L.W. et al, 2014) mais les déplacements chimiques de ce métabolite ne sont pas décrits dans ces

publications.

== 1M - 1H COSY
7\ 1Y - 13C HMBC

Figure 29 : Corrélations RMN 2D clés du métabolite AS1.

Tableau XVIII : Données de la RMN 1D et 2D pour AS1 enregistrées dans CD30D a 500MHz.

Les déplacements chimiques (&) sont donnés en ppm par rapport au TMS.
Les constantes de couplage ] en Hertz figurent entre parenthéses.

Position 8C, type SH HMBC (1H-13C)
1 171,C - -
2 - - -
3-3 134,7,CH 8,12 (s) 1,3,3,4,4,5
4-4 118,C - -
5 156,6,C - -
6 60,8, CHs 3,87 (s) 5
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I11.2.2.2 Elucidation structurale du métabolite AS2

acide amphimédonoique (AS2)

Le composé AS2, isolé sous la forme d’une huile jaune, présente un spectre SMHR en mode
ESI* avec un ion moléculaire [m+H]" & m/z 302,03882 en accord avec la formule brute
C12H17BrNOs’, (valeur calculée : m/z 302,0386, avec I'isotope 79Br). Le massif isotopique, m/z
302,03882, 304,03668 (abondance relative 100 et 98) du spectre de masse nous indique la
présence d’'un brome dans la molécule. Le nombre d’insaturations calculé a partir de la formule

brute du composé est de 5.

L’analyse des données de la RMN mono- et bidimensionnelle 'H et 13C (Tableau XIX)

révele la présence :

- D’un noyau aromatique caractérisé par les déplacements chimiques des carbones
C-2 (6C132,2);C-3(8C135,3);C-4(6C111,7);C-5(6C157,6);C-6 (6C112,9); C-
7 (6C 131,1) et des protons H-3 (6H 8,10) ; H-6 (6H 6,97) ; H-7 (6H 7,83).

- D’un acide carboxylique, caractérisé par le déplacement chimique du carbone C-1
(6C172,6).

- De trois méthylénes consécutifs C-8 (6C 67,2 ; 6H 4,21), C-9 (6C 25,9 ; 6H 2,23) et
C-10 (6C 56,7 ; 8H 3,21).

- De deux groupements méthyles équivalents portés par un atome d’azote, C-11 (8C

43,9 ; 8H 2,81).

Cette premiére approche met bien en évidence les 5 insaturations précédemment
calculées : un cycle aromatique comptant pour 4 insaturations et une fonction carbonyle de I'acide

carboxylique.

Les corrélations homonucléaires 1H - 1H COSY et les corrélations hétéronucléaires 1H - 13C
HMBC ainsi que les constantes de couplages nous permettent de déterminer les substitutions du

cycle aromatique :

e Lacorrélation COSY entre H-7 (8H 7,83) et H-6 (6H 6,97) permet de positionner C-
6 en ortho de C-7.
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e La constante de couplage (/ = 1,9 Hz) entre H-3 (6H 8,10) et H-7 (6H 7,83) permet
de positionner C-3 en méta de C-7 et I'absence de couplage entre H-3 (oH 8,10) et
H-6 (6H 6,97) suggere que C-3 est en para de C-6.

e Le déplacement chimique de C-5 (6C 157,6), tres déblindé, laisse supposer que
celui-ci est substitué par un hétéroatome. De plus, H-8 (6H 4,21) est corrélé avec
C-5 sur le spectre HMBC or les déplacements chimiques de H-8 et de C-8 (6C 67,2)
sont caractéristique d’'un méthyléne substitué par un oxygeéne. C-5 est donc
substitué par un groupement éther relié a C-8. Les corrélations HMBC entre H-3
(6H 8,10) et C-5, entre H-6 (6H 6,97) et C-5 et entre H-7(6H 7,83) et C-5 indiquent
la position de C-5 sur le cycle.

e (-1(06C172,6) présente un déplacement chimique caractéristique d’un carbonyle
d’une fonction acide carboxylique. Sur le spectre HMBC, les corrélations entre H-3
(6H 8,10) et C-1 et entre H-7 (6H 7,83) et C-1, ainsi que les corrélations HMBC
entre H-6 (0H 6,97) et C-2 (6C 132,2) et entre H-7 et C-2 permettent de placer C-2
portant la fonction acide carboxylique, en ortho des carbones C-3 et C-7.

e Le déplacement chimique de C-4 (6C 111,7) laisse supposer que celui-ci est
substitué par un brome. Les corrélations HMBC entre H-3 (6H 8,10) et C-4 et entre
H-6 (6H 6,97) et C-4 indiquent que C-4 se trouve en ortho du carbone C-3; la
position ortho du carbone C-6 étant déja occupée par le groupement éther

précédemment décrit.

Enfin, les corrélations COSY entre H-8 et H-9 et H-9 et H-10 permettent d’attribuer
I'enchainement des trois méthylenes C-8 (6C 67,2), C-9 (o6C 25,9) et C-10 (8C 56,7). Les
corrélations HMBC entre H-10 et C-11 et H-11 et C-11, permettent de positionner I'amine tertiaire,

reliée a C-10 et substituée par deux méthyles équivalents C-11.

De structure nouvelle, AS2 a été nommé acide amphimédonoique.

= 1H - 1H COSY
7\ 1H - 13C HMBC

Figure 30 : Corrélations RMN 2D clés du métabolite AS2.
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Tableau XIX : Données de la RMN 1D et 2D pour AS2 enregistrées dans CD30D a 500MHz.

Les déplacements chimiques () sont donnés en ppm par rapport au TMS.
Les constantes de couplage ] en Hertz figurent entre parenthéses.

Position 5C, type SH COSY (1H-1H) HMBC (1H-13C)
1 172,6,C
2 132,2,C - - -
3 135,3,CH 8,10 (d, 1,9) - 1,4,5,7
4 111,7,C - -
5 157,6,C - - -
6 112,9, CH 6,97 (d, 8,5) 7 2,4,5
7 131,1,CH 7,83 (dd, 8,6 ; 2,0) 6 3,5
8 67,2, CHz 4,21 (t,5,7) 9 5,9
9 25,9, CHz 2,23 (m) 8,10 8,10
10 56,7, CHz 3,21 (t, 7,4) 9 8,9,11
11 43,9, CHs 2,81 (s) - 10,11

2.2.1 Elucidation structurale du métabolite AS3

psammaplyséne E (AS3)

Le composé AS3, isolé sous la forme d’une huile incolore, présente un spectre SMHR en
mode ESI* avec un ion moléculaire [m+H]" & m/z 694,87579 en accord avec la formule brute
C23H27BraN203", (valeur calculée : m/z 694,8750, avec I'isotope 7°Br). Le massif isotopique, m/z
694,87579, 696,87402, 698,87231, 700,87024, 702,86914 (abondance relative 16, 70, 100, 68 et

18) du spectre de masse, nous indique la présence de quatre bromes dans la molécule. Le nombre

d’insaturations calculé a partir de la formule brute du composé est de 10.

L’analyse des données de la RMN mono- et bidimensionnelle 1H et 13C (Tableau XX) révele

la présence :

- De deux noyaux aromatiques caractérisés par les déplacements chimiques des
carbones C-4 (3C 135,1); C-5 (6C 132,8) ; C-6 (6C 119,3) ; C-7 (6C 156,1) ; C-11 (dC
139,9) ; C-12 (8C 134,2); C-13 (oC 118,7) et C-14 (6C 152,3) et des protons H-5
(6H 7,79) et H-12 (6H 7,50).

- D’un amide, caractérisé par le déplacement chimique du carbone C-1 (5C 167,6).

- De deux méthynes caractéristiques d'un alcene, avec les carbones C-2 (6C 123,6)

et C-3 (6C 138,1) et les protons H-2 (0H 6,52) et H-3 (6H 7,37).
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- Dedeux méthylénes consécutifs C-9 (6C 41,5 ; 0H 3,51) et C-10 (oC 34,9 ; 6H 2,82).

- De trois méthylénes consécutifs C-15 (6C 71,6 ; 6H 4,07), C-16 (6C 27,4 ; 6H 2,15)
et C-17 (6C 57,1; 6H 3,07).

- D’un groupement méthyle porté par un éther C-8 (6C 60,9 ; 5H 3,88).

- De deux groupements méthyles équivalents portés par une amine C-18 (6C 44,3 ;

SH 2,63).

Cette premiere approche met bien en évidence les 10 insaturations précédemment
calculées : les 2 cycles aromatiques comptant pour 4 insaturations chacun, une liaision

éthylénique et une fonction carbonyle de 'amide.

Les corrélations COSY entre H-2 et H-3 nous permettent de les positionner cote a cote.
Tous deux sont corrélés par ailleurs avec le carbonyle C-1 sur le spectre HMBC. Le déblindage de
H-3 (8H 7,37) par rapport a H-2 (8H 6,52) suggere que H-2 est en position o du carbonyle et H-3
en position 3. De plus, H-2 est corrélé avec le carbone du cycle aromatique C-4 (couplage 3/) et H-
3 est corrélé avec C-5 (couplage 3/). Sur le spectre HMBC, H-5 est corrélé avec C-5, ce qui implique
la présence de deux carbones C-5 équivalents, soit une symétrie dans le cycle aromatique. H-5 est
corrélé avec C-6 (deux carbones équivalents pour respecter la symétrie) et C-7. Sur le spectre
HMBGC, il est observé une corrélation entre les protons du groupement méthoxy H-8 et le carbone
C-7. Ce dernier est donc substitué par le groupement méthoxy. Les déplacements chimiques des
deux carbones quaternaires C-6 (6C 119,3) indiquent que les deux carbones sont substitués par

des atomes de brome.

Sur le spectre HMBC, les protons méthyléniques H-9 sont corrélés avec le carbonyle C-1;
C-9 estdonc relié a 'amide. Par ailleurs, les corrélations COSY entre H-9 et H-10 permettent de les

relier entre eux.

Enfin, les substitutions du second cycle aromatique ont pu étre déterminées par les

corrélations HMBC suivantes :

e H-9avecC-11.

e H-10avec C-12.

e H-12 avec C-10, C-13 et C14.
e H-15 avec C-14.

Pour terminer, les positions de C-15, C16 et C-17 ont été déterminées grace aux
corrélations COSY (H-15 avec H-16 et H-16 avec H-17). Les corrélations HMBC montrent que les
protons méthyléniques H-17 sont corrélés avec C-18 et que les protons méthyliques H-18 sont

corrélés avec C-18. Il y a donc deux carbones C-18 équivalent.
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De structure nouvelle, proche de celles des psammaplysénes A - D (A73 - A76)
(Schroeder F. C. et al., 2005 ; Buchanan M. S. et al., 2007), AS3 a été nommé psammaplysene E.

f\)@J \fpwﬂpj

psammaplyséne A (A73) R = CH3
psammaplyséne B (A74) R=H

psammaplyséne C (A75) R=H
psammaplyseéne D (A76) R = Br

= 1H - 1H COSY
7\ 1y - 13C HMBC

Figure 31 : Corrélations RMN 2D clés du métabolite AS3.

Tableau XX : Données de la RMN 1D et 2D pour AS3 enregistrées dans CD30D a 500MHz.

Les déplacements chimiques (&) sont donnés en ppm par rapport au TMS.
Les constantes de couplage ] en Hertz figurent entre parenthéses.

Position 3C, type SH COSY (1H-1H) HMBC (1H-13C)
1 167,6,C - 3 ;
2 123,6,CH 6,52 (d, 15,7) H3 1,4
3 138,1, CH 7,37 (d,15,7) H2 1,5
4 135,1,C - - -
5-5 132,8,CH 7,79 (s) - 3,5,6,7
6-6 119,3,C - - -
7 156,1,C - - -
8 60,9, CHs 3,88 (s) - 7
9 41,5, CHz 3,51 (t,7,1) H10 1,10,11
10 34,9, CHz 2,82 (t,7,0) H9 9,11, 12
11 139,9,C - - -
12-12’ 134,2,CH 7,50 (s) - 10,12, 13, 14
13-13’ 118,7,C - - -
14 152,3,C - - -
15 71,6, CHz 4,07 (t,5,8) H16 14,16,17
16 27,4, CHz 2,15 (m) H15, H17 15,17
17 57,1, CHz 3,07 (t,7,3) H16 -
18- 18’ 44,3, CHs 2,63 (s) - 17,18

114



Chapitre 11l - Etude de I'’éponge Amphimedon sp. (Duchassaing & Michelotti, 1864)

I11.3 Evaluation de la cytotoxicité sur cellules KB des métabolites isolés.

» Principe du test

Les tests de cytotoxicité sur cellules KB ont été réalisés sous la direction du Docteur Thierry
Cresteil puis sous la direction de I'Ingénieur de Recherche, Jérome Bignon a I'ICSN (Institut de

Chimie des Substances Naturelles de Gif-sur-Yvette), France.

L’extrait brut de I'éponge Amphimedon sp. ayant révélé une cytotoxicité intéressante (100
% d’inhibition a 10 pg/mL, Chapitre I et Annexe I) sur les cellules KB, les composés isolés de cette

éponge, ont donc été également évalués pour leur cytotoxicité sur cellules KB.
» Résultats du test

Avec des pourcentages d’inhibitions de 4 a 20% a une concentration de 10 pg/mlL, les
molécules testées ne présentent pas de cytotoxicité remarquable sur les cellules KB (Tableau
XXI). En effet, cela signifie que leur Clso sont supérieures a 10-5 g/mL alors que de maniere

générale, une molécule est potentiellement intéressante en oncologie lorsqu’elle présente une Clso

inférieure 3 10 g/mL.

Tableau XXI : Cytotoxicité sur les cellules KB des métabolites isolés d’Amphimedon sp.

Molécule % d’inhibition a 10 pg/mL
AS1 19,2 % (+ 5,1)
AS2 4,5 % (+ 3,8)
AS3 10,8 % (* 2,3)

I1.4 Discussion

L’éponge Amphimedon sp. a été sélectionnée en raison de sa cytotoxicité sur cellule KB
(100% d’inhibition a 10 ug/mL) et de son profil CLHP-SM (ESI+). Ce dernier a révélé la présence
de composés polybromés, ce qui est atypique pour le genre Amphimedon. En effet, aucun
métabolite secondaire bromé n’a été rapporté dans la littérature pour ce genre. L'étude de cette
éponge a permis I'isolement de 3 métabolites (AS1 - AS3) dont deux de structures nouvelles, deux
alcaloides dérivés de la bromotyrosine (AS2 et AS3). AS1 est quant a lui un composé

polybromophénolique connu, 'acide 3,5-dibromo-4-méthoxybenzoique.

Les composés polybromophénoliques et les alcaloides dérivés de la bromotyrosine ne
sont pas des molécules habituellement retrouvées chez les éponges appartenant a 'ordre des
Haplosclerida. Seuls les travaux de Nicholas G. M. et al. (2001) et de Buchanan M. S. et al. (2007),
ont révélé la présence de dérivés de la bromotyrosine dans des éponges autres que celles

appartenant a 'ordre des Verongida. Nicholas G. M. et al. (2001) ont isolé quatre dérivés de la
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bromotyrosine dans une éponge de l'ordre des Haplosclerida collectée en Australie, a savoir
Oceanapia sp. Ces composés avaient été jusqu’alors retrouvés dans des éponges de l'ordre des
Verongida et constituaient I'un des plus solides marqueurs chimiotaxonomique parmi les Porfira.
Apres une réexamination de I'échantillon de référence et une confirmation de I'identification de
I'éponge, Oceanapia sp., Nicholas G. M. et al. (2001) ont conclu que la présence de ces molécules
pouvait étre expliquée par la coexistence d’'une éponge de 'ordre des Verongida et de I'éponge du
genre Oceanapia dans I'échantillon collecté. Buchanan M. S. et al. (2007) ont, quant a eux, isolé
deux dérivés de la bromotyrosine, les psammaplysénes C (M75) et D (M76), d’'une éponge,
également collectée en Australie, appartenant a l'ordre des Poecilosclerida, a savoir,
Psammoclema sp.. Il est alors légitime de se demander si ces composés sont spécifiques a 'ordre
des Verongida ou s’ils sont le résultat d'une production de métabolites secondaires par des

microorganismes.

En regardant plus attentivement la bibliographie, la plupart des spécimens d’éponges
appartenant au genre Amphimedon ont été collectés au large du Japon (Ishibashi, M. et al., 1993 ;
Kobayashi J. et al.,, 1994 ; Kobayashi |. et al., 1994 ; Tsuda M. et al., 1994 ; Tsuda M. et al.,, 1994 ;
Tsuda M. et al,, 1996 ; Kobayashi |. et al., 1997 ; Tsuda M. et al., 1998 ; Watanabe D. et al., 1998 ;
Kobayashi |. et al., 1999 ; Tsuda M. et al, 1999 ; Hirano K. et al, 2000 ; Tsukamoto S. et al,
2000;JeongS.]. etal, 2003 ; Matsunaga S. et al,, 2004 ; Takekawa Y. et al.,, 2006 ; Kubota T. et al,
2007 ; Nishi T. et al., 2008 ; Takahashi Y. et al, 2009 ; Yamada M. et al, 2009 ; Kura K. etal, 2011 ;
Kubota T.etal, 2013 ; Kubota T. et al., 2013). Pour toutes ces éponges, le méme type de composés
a été isolé, a savoir un sesterterpéne, la variabiline (A1), 54 alcaloides pyridiniques et un
alcaloide purique, la 1,3-diméthylisoguanine (A68). En revanche, en se focalisant uniquement
sur les éponges appartenant au genre Amphimedon collectées hors du Japon, aucun marqueur

chimiotaxonomique relatif au genre Amphimedon n’est mis en évidence.

Schmitz F. ]. et al. (1983) ont travaillé sur une éponge du genre Amphimedon, collectée
dans 1'Océan Pacifique (aucune information sur le lieu exact) et sont les seuls a ce jour a faire
mention d’un alcaloide de la famille des pyridoacridines, 'amphimédine (A66). Ovenden S. P. B.
et al. (1999) ont travaillé sur deux éponges du genre Amphimedon provenant d’Australie et sont
les seuls a avoir isolés des lactames macrocycliques, les amphilactames A - D (A2 - A5). Trois
sels de 3-alkylpyridinium dimérisés ou polymérisés ont été isolés ; la cyclostellettamine-8,8’-
diéne (A27) isolée de I'éponge Amphimedon compressa, collectée en Floride dans le Golfe du
Mexique (Xu N. J. et al, 2007), 'amphitoxine (A28), isolée de la méme espéce, collectée dans
I'Océan Altantique, aux Bahamas (Albrizio S. et al, 1995) et I'halitoxine (A29) isolée
d’Amphimedon viridis, collectée dans I'Océan Altantique, au Brésil (Berlinck R. G. S. et al.,, 1996).

Enfin, six alcaloides puriques ont été mentionnés pour le genre Amphimedon :
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- La théophylline (A67) et la 1,3-diméthylisoguanine (A68), isolées d'un
spécimen d’Amphimedon viridis collecté sur les cbtes brésiliennes (Chehade C. et
al, 1997); Mitchell S. S. et al (1997), ont également isolé la 1,3-
diméthylisoguanine (A68) d'un spécimen d’Amphimedon viridis collecté aux
Bermudes.

- Les 1,3-diméthyl-8-oxoisoguanine (A69), 1,9-diméthyl-8-oxoisoguanine
(A70), 3,9-diméthyl-8-oxoisoguanine (A71) et 9-méthyl-8-oxoisoguanine
(A72), isolés de I'éponge Amphimedon sp., collecté au large des iles Palau

(Sakurada T. et al, 2010).

On peut donc en conclure que la composition chimique des éponges du genre Amphimedon

est trés dépendante du lieu de collecte.

L’acide 3,5-dibromo-4-méthoxybenzoique (AS1) a déja été isolé des éponges
Psammaplysilla purpurea et Aplysinella sp. (Venkateswarlu Y. et Chavakula R., 1995 ; Tian L.W. et
al,, 2014) mais plus généralement les composés polybromophénoliques sont des métabolites
fréquemment isolés d’éponges appartenant au genre Dysidea et au genre Lamellodysidea (Sharma
G. M. et VigB., 1972 ; Norton R. S. et al., 1981 ; Carté B. et Faulkner D. J., 1981 ; Salva |. et Faulkner
D.].1990; FuX. etal, 1995 ; Handayani D., et al., 1997 ; Bowden B. F. et al., 2000 ; Cameron G. M.
etal, 2000 ; Utkina N. K. et al.,, 2001 ; Utkina N. K. et al., 2002 ; Agrawal M. S. et al., 2005 ; Utkina
N.K.etal, 2006 ; Hanif N. et al.,, 2007 ; Zhang H. et al., 2008 ; Calcul L. et al., 2009). Les éponges les
plus étudiées sont Dysidea chlorea et Dysidea herbacea, actuellement reclassées Lamellodysidea
chlorea et Lamellodysidea herbacea. Quelques composés polybromophénoliques ont également
été reportés d’éponges appartenant au genre Phyllospongia (Carté B. et Faulkner D. ], 1981 ;
Hattori T. etal, 2001 ; Liu H. et al., 2004). La plupart de ces études s’accorde a dire que la présence
de ces composés polybromophénoliques est due a la relation symbiotique existante entre les
éponges des genres Dysidea, Lamellodysidea et Phyllospongia et une cyanobactérie” filamenteuse,
Oscillatoria spongeliae (Unson M. D. et Faulkner D. L., 1993 ; Thacker R. W. et Starnes S., 2003 ;
Agrawal M. S. et al,, 2005). Unson M. D. et al,, (1994) ont étudié séparément une éponge Dysidea
herbacea et son endosymbiote, la cyanobactérie Oscillatoria spongeliae. Les composés
polybromophénoliques ont été retrouvés dans les cellules de la cyanobactérie mais pas dans celles
de I’éponge. Ces molécules ne peuvent donc pas étre un critére chimiotaxonomique des genres

d’éponges Dysidea, Lamellodysidea et Phyllospongia.

Une des explications possibles de la présence d’alcaloides bromés et de
polybromophénols dans I'éponge Amphimedon sp. étudiée pourrait donc étre la présence d’une

cyanobactérie vivant en symbiose avec I'éponge.
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Chapitre 1V - Etude de I'éponge Aulospongus gardineri (Dendy, 1922)

IV.1 Eléments bibliographiques sur Aulospongus gardineri (Dendy,
1922)

IV.1.1 Localisation du genre Aulospongus (Norman, 1878)

Les éponges du genre Aulospongus sont principalement localisées dans 1'Océan Indien
(Seychelles, Canal du Mozambique, Cote Kenyane, Céte Sud-Africaine, Golfe d’Aden, Sri-Lanka)
mais certaines ont également été répertoriées dans I'Océan Atlantique (Cote Brésilienne, Cap Vert,
Mer des Caraibes) ainsi que dans I'Océan Pacifique (Golfe de Californie, Cote Mexicaine, Nouvelle

Calédonie, Cote Australienne, Japon) (Figure 32) (www.marinespecies.org, www.iobis.org).

Figure 32 : Lieux de collecte des éponges appartenant au genre Aulospongus (crédit geoportail.gouv.fr).

IV.1.2 Position systématique et description du genre
Aulospongus (Norman, 1878)

+ Position systématique

Le genre Aulospongus (Norman, 1878) appartient a la famille des Raspailiidae (ordre
Axinellida) qui contient également 22 autres genres : Cyamon (Gray, 1867), Trikentrion (Ehlers,
1870), Waltherarndtia (de Laubenfels, 1936), Cantabrina (Ferrer-Hernandez, 1914),
Echinodictyum (Ridley, 1881), Janulum (de Laubenfels, 1936), Lithoplocamia (Dendy, 1922),
Plocamione (Topsent, 1927), Acantheurypon (Topsent, 1927), Ectyoplasia (Topsent, 1931),
Endectyon (Topsent, 1920), Eurypon (Gray, 1867), Hymeraphia (Bowerbank, 1864), Raspaciona
(Topsent, 1936), Raspailia (Nardo, 1833), Rhabdeurypon (Vacelet, 1969), Sollasella (Lendenfeld,
1888), Trachostylea (Topsent, 1928), Axechina (Hentschel, 1912), Ceratopsion (Strand, 1928),
Thrinacophora (Ridley, 1885).
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Royaume: Animal
Phylum: Porifera
Classe: Demospongiae
Ordre: Axinellida
Famille: Raspailiidae

Genre: Aulospongus

Synonymes du genre Aulospongus:  Aulospongiella (Burton, 1956)
Haliphysema (sensu Bowerbank, 1873)
Hemectyonilla (Burton, 1959)
Heterectya (Hallmann, 1917)
Rhaphidectyon (Topsent, 1927)

+ Description

Le genre Aulospongus a été érigé par Norman (1878) et décrit en premier lieu sous le nom
de Haliphysema. Ce genre, regroupant a ’heure actuelle 16 especes d’éponges, est décrit comme
une Raspailiidae possédant des spicules de types rhabdostyles* de géométrie similaire mais d’au
moins deux tailles différentes. Des plus grandes fibres, lisses ou partiellement épineuses, a base
de spongine ; et des plus petites fibres, partiellement épineuses. Le squelette choanosomique est
de structure plumeuse avec des spicules et des fibres amalgamées en faisceaux, plus ou moins
compactées dans le squelette axial. Il devient de plus en plus plumeux en se rapprochant de la
périphérie, produisant finalement une masse touffue, compartimentée ou de surface conuleuse.
Les squelettes axiaux et extra-axiaux sont indifférenciés en dehors d’un plus grand amalgame de

faisceaux fibreux dans l'axe.

IV.1.3 Cas particulier de I'espéce Aulospongus gardineri (Dendy,
1922) : localisation et description morphologique

R/

< Localisation

Aulospongus gardineri est une éponge marine que l'on a localisée exclusivement dans
I'Océan Indien. Elle a été répertoriée aux Seychelles et a Madagascar, dans le canal du

Mozambique. On la trouve a une trentaine de metres de profondeur.
K/

« Description morphologique

Initialement décrite sous le nom de Plumohalichondria gardineri par Dendy en 1922,

Aulospongus gardineri (Figure 33) est une éponge se présentant sous forme d’épaisses lamelles
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sessiles” dressées, qui semble avoir grandie verticalement a partir d’'une base étroite et allongée,
fixée au substrat de maniére discontinue. Les bords des lamelles sont étroits mais bien arrondis
tandis que le milieu est beaucoup plus épais, principalement en raison d’'un renflement d’un c6té,
ce qui peut indiquer une tendance a la prolifération. L’ensemble de la lamelle est un peu ondulée,
et plus particuliérement sur le bord. La surface est presque lisse mais inégale et granuleuse. Les
évents sont petits et discrets ; on en trouve quelques-uns en petits groupes irréguliers le long du
bord des lamelles. La texture est compacte et solide, seulement légérement compressible. Elle est

de couleur gris jaunatre.

Le squelette principal se compose de grosses colonnes plumeuses de grands et de petits
spicules de types acanthostyles” (Figure 34), avec leurs bases ancrées dans la spongine. Ces
colonnes sont parfois reliées par de courtes anastomoses” transversales, composées
d’acanthostyles. Il semble n’y avoir aucun spicule se trouvant dans les axes des colonnes, mais un
nombre considérable de styles” et d’oxes longs, minces et lisses, se trouvent parallelement aux

colonnes spiculaires dans la mésoglée".

Il y a un squelette dermique particulier, composé de touffes radiées de longs et minces

oxes, sortant hors de la surface pour la plus grande partie de leur longueur.
Spicules :

- Grands acanthostyles, épais, incurvés pres de la base s’Tamenuisant progressivement vers
un apex” tres pointu. La base est habituellement légérement tylote™. Les épines épaisses et
recourbées, sont confinées a la partie distale du spicule, ou elles sont abondantes et
s’étendent de I'apex jusqu’a un tiers a la moitié de la longueur totale. Ces spicules mesurent
environ 0,20 mm de long pour un diamétre maximum de 0,016 mm. Ce sont les spicules
les plus abondantes dans cet organisme.

- Petits acanthostyles, de forme similaires aux grands mais mesurant habituellement 0,1
mm de long et 0,006 mm de diametre, et avec les épines moins confinées a la partie distale.

- Tres longs, minces et lisses styles ; légérement incurvés, mesurant environ 1 mm de long
et 0,012 mm de diamétre. IIs sont rares.

- Longs, minces et lisses oxes ; légerement incurvés ; habituellement progressivement et
finement pointu a une extrémité et émoussé de l'autre. IIs mesurent environ 0,45 mm de
long et 0,007 mm de diamétre.

- Iln’'y a pas de microsléres.
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Figure 33 : Photographie in situ d’Aulospongus Figure 34 : Photographie de spicules d’Aulospongus
gardineri (Crédit LCSNSA). gardineri ; A, E et F : rhabdostyles (acanthostyles). B :
Styles. C : Oxes. D. Rhabdostyles. (Crédit Hooper ]. N. A.

etal, 1999).

IV.1.4 Travaux chimiques antérieurs relatifs au genre
Aulospongus (Norman, 1878)

Les éponges de I'ordre des Axinellida ont fait 'objet de beaucoup d’études, en effet plus de
600 articles référencant plus de 800 molécules ont été publiés sur des éponges de cet ordre. Mais
sil'on regarde a I’échelle des familles, ce sont les éponges de la famille des Axinellidae qui ont été
majoritairement étudiées (environ 650 molécules) alors que pres de 150 métabolites secondaires
ont été isolés d’éponges de la famille des Raspailiidae. Cette derniére, pourtant, regroupe 23
genres différents. Parmi ceux-ci, les éponges du genre Aulospongus, qui sont regroupées en 16

espéces, n’ont fait 'objet d’aucune publication sur leur composition chimique.

IV.2 Etude chimique de I'éponge Aulospongus gardineri de Madagascar

L’étude chimique de I'éponge Aulospongus gardineri collectée a Madagascar a permis
I'obtention de trois composés (AG1 - AG3) : deux composés connus, la N,N-lauroyldiéthanolamine
(AG1) et la N-lauroyléthanolamine (AG2), ainsi qu'un composé nouveau (AG3), mais dont la
caractérisation n’a été que partiellement effectuée car le composé, instable, s’est dégradé avant de
pouvoir effectuer son élucidation structurale compléte. Les techniques d’'isolement et de

purification, ainsi que I’élucidation structurale de ces composés sont exposées ci-apres.

IV.2.1 Fractionnement et isolement des métabolites secondaires

L’isolement des métabolites secondaires de I'éponge Aulospongus gardineri décrit ci-

apres, est illustré dans la Figure 35.

124



Chapitre 1V - Etude de I'éponge Aulospongus gardineri (Dendy, 1922)

2,3 gdel'extrait brut dichlorométhane/méthanol (50/50 v/v) d’Aulospongus gardineri ont
été fractionnés par CLMP sur une colonne de silice normale. L’élution a été réalisée au moyen d'un
systéme de solvants de polarité croissante : isohexane 100 % ; isohexane / AcOEt 50/50 ; AcOEt
100 % ; AcOEt / méthanol 50/50 ; méthanol 100%. Cela a permis 'obtention de huit fractions (F1-
F8).

Les analyses par CLHP-DAD-SM des 8 fractions obtenues montrent que les composés
ayant retenu notre attention lors de la sélection des organismes a travailler se trouvent dans les

fractions F5 a F8.

La fraction F8 contient les composés AG1 et AG3, qui ont été purifiés par CLPH semi-
préparative sur une colonne phase inverse (Phenomenex Gemini C18, 5 um, 10 x 250 mm) a 'aide

d’un gradient de solvant eau + 0,1% acide formique / acétonitrile + 0,1 % acide formique.

La fraction F7 contient le composé AG1, AG2, et AG3 qui ont été purifiés par CLPH semi-
préparative sur une colonne phase inverse (Phenomenex Gemini C18, 5 um, 10 x 250 mm) a 'aide

d’un gradient de solvant eau + 0,1% acide formique / acétonitrile + 0,1% acide formique.

Extrait brut

DCM / MeOH 50/50
(238

CILMP en phase normale
Eluant : Isohexone/AcOEt/MeOH

v lr L 1
F1-F4 F5 F6 F7 Fe
(685 mg) (45 mg) (53 mg) (95 mg) (214 mg)

CLHP semi-préparative
en phase inverse
Eluant : Eou +0,1%AF/
ACN + 0,1% AF

CLHP semi-préparative en phase inverse

Eluont : Eou + 0,1% AF fACN + 0,1% AF r —1
-
F21 (AG1) F22 (AG3)
A 4 A A 4 A J A 4
(4 mg) (1,5 mg)
F71-F72 F73 (AG1) J F74 (AG2) J [ F75 (AG3) J [ F76 J ~

(6 mg) (9 mg) (1,5 mg) (9 mg) (1,0 mg)

Figure 35 : Fractionnement d’Aulospongus gardineri pour l'obtention des métabolites AG1 a AG3.
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IV.2.2 Elucidation structurale des métabolites secondaires

1V.2.2.1 Elucidation structurale du métabolite AG1

OH
13%14
16 N 1 2 4 6 8 10 12
N
HO 15 3 5 7 9 11
(0]

N,N-lauroyldiéthanolamine (AG1)
D’aspect huileux et de couleur jaune, le composé AG1 présente un spectre SMHR en mode

ESI*avec un ion moléculaire a m/z 288,25372, en accord avec la formule brute C16H34NO3", (valeur
calculée 288,2533). Le nombre d’'insaturations calculé a partir de la formule brute du composé est

de 1.

L’analyse des données de la RMN mono- et bidimensionnelle 1H et 13C (Tableau XXII) met

en évidence la présence :

- D’une chaine carbonée aliphatique caractérisée par les déplacements chimiques des
carbones C2 (5C 34,5), C3 (6C 26,1), C4 - C10 (6C 30 - 31), C11 (8C 23,6), C12 (5C 15,0) et
des protons H2 (6H 2,40), H3 (oH 1,62), H4 - H11 (6H 1,30) et H12 (3H 0,88).

- D’un carbone d'une fonction amide C-1 (6C 176,6).

- De quatre méthyléenes proches d’hétéroatomes C-13 (6C 53,1 ; 6H 3,51), C-14 (6C 61,8 ; 5H
3,80), C-15 (6C 51,5; 6H 3,57) et C-16 (5C 62,7 ; 6H 3,84).

Cette premiére approche met bien en évidence l'insaturation précédemment calculée avec

la fonction carbonyle de la fonction amide. Le composé AG1 est donc linéaire et non cyclique.

Les déplacements chimiques *H et 13C des méthylénes C-14 (6C 61,8 ; 6H 3,80) et C-16 (56C
62,7 ; 0H 3,84) sont caractéristiques de méthylenes reliés a un oxygéne (fonction hydroxyle dans
le cas présent). Les déplacements chimiques 1H et 13C des méthylénes C-13 (8C 53,1 ; 8H 3,51) et
C-15 (8C 51,5; oH 3,57) sont caractéristiques de méthylenes reliés a un azote (fonction amide
dans le cas présent). Les corrélations COSY entre H-13 et H-14 et entre H-15 et H-16 permettent
de déterminer I'enchainement des méthylénes comme deux chaines éthanoliques possédant
chacune une fonction hydroxyle terminale et les corrélations HMBC entre H-13 et C-1, H-13 et C-
15, et entre H-15 et C-1 permettent de relier les deux chaines éthanoliques a I’azote de la fonction

amide.
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Les corrélations COSY entre H-2 et H-3, H-3 et H-4, et entre H-11 et H-12 ainsi que les
corrélations HMBC entre H2 et C-1 et H-3 et C-1 permettent quant a elles de déterminer la chaine
aliphatique linéaire. Le nombre de carbone dans la chaine est déterminé grace a la formule brute,

soit 10 carbones méthyléniques.

L’analyse des données de la RMN mono- et bidimensionnelle 1H et 13C du composé AG1
ainsi que leur confrontation aux données spectrales (RMN 1H et 13C) de la littérature (Tableau
XXIII) permettent d’attribuer a AG1 la structure de la N,N-lauroyldiéthanolamine. Celle-ci a déja
été isolée d’'une bactérie marine, Streptomyces sp. (Mondol A. M. M. et al., 2014).

= 1H - 1H COSY

7 \1H - 13C HMBC
%N 1 2 s 4 6 8 10@12
HO L/{S/O 5 7 9 11

Figure 36 : Corrélations RMN 2D clés de AG1.

Tableau XXII : Données de la RMN 1D et 2D de AG1 enregistrées dans CD30D a 500MHz.

Les déplacements chimiques () sont donnés en ppm par rapport au TMS.
Les constantes de couplage ] en Hertz figurent entre parenthéses.

Position 8C, type OH COSY (*H-H) HMBC (1H-13C)

1 176,6, C - - -
2 34,5, CH, 2,40 (t, 7,7) 3 1,3,4
3 26,1, CH, 1,62 (q, 7,4) 2,4 1,24

4-10 30-31, CH; 1,26-1,3(m) - -
11 23,6, CH, 1,29 (m) 12 -
12 15,0, CH; 0,88 (t, 6,9) 11 10, 11
13 53,1, CH, 3,51 (t, 5,1) 14 1,14,15
14 61,8, CH, 3,80 (t, 5,2) 13 -
15 51,5, CH, 3,57 (t,4,7) 16 1,13,16
16 62,7, CH, 3,84 (t, 4,8) 15 -

Tableau XXIII : Comparaison des déplacements chimiques RMN 1H et 13C de la N,N-lauroyldiéthanolamine
(Mondol A. M. M. et al, 2014) a ceux observés pour AG1.

8H (ppm) 8C (ppm)
Position Littérature AG1 Littérature AG1
(MeOD) (500 MHz, MeOD) (MeOD) (500 MHz, MeOD)
1 - - 176,8, C 176,6, C
2 2,43 (t, 7,5) 2,40 (t, 7,7) 34,3, CH, 34,5, CH,
3 1,60 m 1,62 (q, 7,4) 26,7, CHy 26,1, CH,
4-10 1,29 -1,32 (m) 1,26 - 1,3 (m) 23,8 - 33,2, CH, 30-31, CH,
11 1,29 -1,32 (m) 1,29 (m) 23,8 - 33,2, CH, 23,6, CH,
12 0,89 (t, 7,0) 0,88 (t, 6,9) 14,5, CH; 15,0, CH;
13 3,54 (t, 6,0) 3,51 (t,5,1) 52,7, CH, 53,1, CH,
14 3,69 (t, 5,5) 3,80 (t, 5,2) 60,9, CH, 61,8, CH,
15 3,49 (t, 6,0) 3,57 (t, 4,7) 50,3, CH, 51,5, CH,
16 3,67 (t,5,5) 3,84 (t, 4,8) 61,0, CH, 62,7, CH,
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1V.2.2.2 Elucidation structurale du métabolite AG2

14 H 1 2 4 6 8 10 12
HO N Y Y Y Y Y
O

N-lauroyléthanolamine (AG2)
D’aspect huileux et de couleur jaune, le composé AG2 présente un spectre SMHR en mode

ESI*avec un ion moléculaire a m/z 244,22725, en accord avec la formule brute C14H30NO", (valeur
calculée 244,2271). Le nombre d’'insaturations calculé a partir de la formule brute du composé est

de 1.

La confrontation des analyses spectrales RMN 'H de AG2 avec celles du N,N-
lauroyldiéthanolamine (AG1) (Tableau XXIV) a permis I’élucidation structurale de la molécule.
AG2 differe de AG1 par la présence d'un amide secondaire, substituée par un seul groupement
éthoxy. Il s'agit donc de la  N-lauroyléthanolamine, composé synthétique

(www.sigmaaldrich.com), isolé ici pour la premiere fois d’éponges marines.

Tableau XXIV : Comparaison des déplacements chimiques RMN 1H de AG1 et AG2.

Les déplacements chimiques (&) sont donnés en ppm par rapport au TMS.
Les constantes de couplage ] en Hertz figurent entre parenthéses.

Position 8H 8H
AG1 AG2
1 - -
2 2,40 (t, 7,7) 2,22 (t,7,7)
3 1,62 (q,7,4) 1,64 (q,7,2)
4-11 1,26 -1,30 (m) 1,26 -1,3 (m)

12 0,88 (t, 6,9) 0,89 (t, 6,9)
13 3,51 (t, 5,1) 3,44 (m)
14 3,80 (t, 5,2) 3,75 (t, 4,5)
15 3,57 (t, 4,7) -
16 3,84 (t, 4,8) -

1V.2.2.3 Elucidation structurale du métabolite AG3

(Z)-3-((7-hydroxyoctadéca-1-én-3,5-diyn-1-yl)oxy)propane-1,2-diol (AG3)
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D’aspect huileux et de couleur jaune, le composé AG3 présente un spectre SMHR en mode
ESI* avec un ion moléculaire a m/z 351,25290, en accord avec la formule brute C21H3504*, (valeur
calculée 351,2530). Le nombre d’insaturations calculé a partir de la formule brute du composé est
de 5. Le composé AG3 posséde un spectre UV caractéristique avec des Amaxa 221,8 nm ; 260,8 nm ;

274,8 nm et 290,8 nm.

La confrontation des analyses spectrales UV et RMN 1H de ce composé avec les données
de la littérature permet d’attribuer a AG3 une structure dérivée du (Z)-3-((7-hydroxyhexadéca-1-
én-3,5-diyn-1-yl)oxy)propane-1,2-diol (Tableaux XXV et XXVI respectivement). Il s’agit d’'un
étherlipide, constitué d’'une unité glycérol reliée a une chalne hydrocarbonée possédant un
enchalnement alcene-alcyne-alcyne. Le (2)-3-((7-hydroxyhexadéca-1-én-3,5-diyn-1-
yl)oxy)propane-1,2-diol a été isolé pour la premiere fois d’'une éponge du genre Petrosia de

Nouvelle-Zélande (Perry, N. B. et al,, 1990).

(Z)-3-((7-hydroxyhexadéca-1-én-3,5-diyn-1-yl)oxy)propane-1,2-diol

Tableau XXV : Comparaison des spectres UV ( Amax) du (Z)-3-((7-hydroxyhexadéca-1-én-3,5-diyn-1-
yl)oxy)propane-1,2-diol (Perry, N. B. et al, 1990) et de AG3.

Amax (nm)
littérature AG3
223 221,8
262 260,8
276 274,8
292 290,8
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Tableau XXVI : Comparaison des déplacements chimiques RMN 1H et 13C du (Z)-3-((7-hydroxyhexadéca-1-én-3,5-diyn-1-
yl)oxy)propane-1,2-diol (Perry, N. B. et al, 1990) a ceux observés pour AG3.

8H (ppm) 8C(ppm)
Position littérature AG3 littérature AG3
(500 MHz, MeOD) (500 MHz, MeOD)

1 6,52 (d, 6,4) 6,6 (d, 6,4) 161,6, CH 160,3, CH
2 4,53 (dd, 6,4 ; 0,8) 4,5 (d, 6,4) 84,36, CH 84,3, CH
3 - - nd 70,8%,C
4 - - nd 75,5%,C
5 nd 66,4*%, C
6 - - nd 77,7% C
7 4,37 (td, 6,7 ; 0,8) 4,36 (m) 67,60, CH 67,3, CH
8 1,6 - 1,7 (m) 1,6 - 1,7 (m) 33,35, CH, 23 -30, CH;

9-15 1,2 - 1,45 (m) 1,2 - 1,45 (m) 23 -34, CH, 23 -30, CH,
16 0,89 (t, 6,8) 1,2 - 1,45 (m) 14,72, CH; 23 -30, CH,
17 - 1,2 - 1,45 (m) - 23 -30, CH,
18 - 0,91 (t, 6,9) - 14,2, CH3

, 4,04 (dd, 11,0 ; 4,3 4,02 (dd, 11,1; 4,4

1 3,94 Edd, 11,0; 5,9% 3,93 %dd, 10,9; 6,1% 76,29, CH, 75,6, CHz
2’ 3,81 (m) 3,84 (m) 72,35, CH 71,8, CH
3 3,45 - 3,65 (m) 3,59 (m) 64,05, CH, 63,4, CH,

* Les signaux peuvent étre inversés.
nd : non déterminé

Par ailleurs, la comparaison des formules brutes de AG3 (formule brute : C21H3404) et du
(Z2)-3-((7-hydroxyhexadéca-1-én-3,5-diyn-1-yl)oxy)propane-1,2-diol (formule brute: Ci9H3004)
indique que AG3 se distingue par la longueur de sa chaine carbonée ; AG3 possede en effet deux

groupements méthylenes supplémentaires.

Enfin, 'analyse des données de la RMN mono- et bidimensionnelle 1H et 13C (Tableau

XXVII) a permi de confirmer la structure du composé AG3 par :

- Les corrélations COSY entre H-1 (8H 6,6 ppm) et H-2 (6H 4,5 ppm) ; entre H-17 (6H 1,2
ppm) et H-18 (6H 0,91 ppm) ; et entre H-1’ (6H 3,93 ppm ; 4,02 ppm), H-2’ (3,84 ppm) et
H-3’ (6H 3,59 ppm).

- Les corrélations HMBC entre H-1 et les carbones C-3 (6C 70,8 ppm) et C-4 (6C 75,5 ppm) ;
etles corrélations HMBC entre H-2 et les carbones C-5 (6C 66,4 ppm) et C-6 (§C 77,7 ppm).

L’analyse des données SMHR et de la RMN mono- et bidimensionnelle 1H et 13C du
composé AG3 ainsi que leur confrontation aux données spectrales (RMN !H et 13C) de la littérature
permettent d’établir que ce composé, de structure nouvelle, est le (Z)-3-((7-hydroxyoctadéca-

1-én-3,5-diyn-1-yl)oxy)propane-1,2-diol.
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== 1H - 1H COSY
7\ 1H - 13C HMBC

Figure 37 : Corrélations RMN 2D clés de AG3.

Tableau XXVII : Données de la RMN 1D et 2D pour AG3 enregistrées dans CD30D a 500MHz.

Les déplacements chimiques (§) sont donnés en ppm par rapport au TMS.
Les constantes de couplage ] en Hertz figurent entre parenthéses.

Position 3C, type OH COSY (*H-H) HMBC (1H-13C)
1 160,3, CH 6,6 (d, 6,4) H2 23,4
2 84,3, CH 4,5 (d, 6,4) H1 1,5,6
3 70,8%, C A ) i
4 75,5%, C ] ] ]

5 66,4%, C ; ; ;

6 77,7% C ] ] ]

7 67,3, CH 4.37 (m) H2 ]

817 23-30, CH» 1,2 - 1,45 (m) - ;

18 14,2, CHs 0,91 (t, 6,9) H17 17
, 4,02 (dd, 11,1 ; 4,4) H1'b, H2 3

1 75,6, CH, 3,93 (dd, 10,9 ; 6,1) H1'a, H2' 7,3

73 71,8, CH 3,84 (m) H1’a, H1'b, H3’ 1,3

3 63,4, CH, 3,59 (m) H2’ ;

* Les signaux peuvent étre inversés.

IV.2.3 Réseau moléculaire

L'analyse par CLUP-SM? de I'extrait brut de 'éponge Aulospongus gardineri a permis la
génération d’'un réseau moléculaire sur GNPS. La déréplication de cet extrait brut s’est avérée
difficile en raison de 'absence de données sur la composition chimique d’éponges appartenant au
genre Aulospongus dans la littérature. La comparaison entre les spectres SMHR-SMHR de I'extrait
brut et les quelques 220 000 spectres (expérimentaux et in silico) présents dans les bases de
données est donc difficilement exploitable car aucun recoupement avec la bibliographie n’est

possible.

Cependant, il est toutefois possible de noter la correspondance entre le spectre de masse
expérimental de la molécule AG1 de masse m/z 288,255 et le spectre in silico de la N,N-
lauroyldiéthanolamine, précédemment isolée de bactéries marines, Bacillus sp. et Streptomyces
sp.- (Mondol, M.A.M. et al., 2014). 11 est également possible de noter la correspondance entre le
spectre de masse expérimentale de la molécule AG3 de masse m/z 323.221 et le spectre in silico

du (2)-3-((7-hydroxyhexadéca-1-én-3,5-diyn-1-yl)oxy)propane-1,2-diol (AG4), molécule isolée
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de l'éponge Petrosia hebes (Perry N.B. et al., 1990). Ces deux correspondances tendent a confirmer

I'élucidation structurale explicitée dans la partie précédente.

L’analyse du cluster contenant le (Z)-3-((7-hydroxyhexadéca-1-én-3,5-diyn-1-
yl)oxy)propane-1,2-diol a permis de mettre en évidence la présence de plusieurs dérivés de ce
composé. Celui-ci, de masse m/z 323,221 est relié a une molécule de masse m/z 337,236 (+
14,015 soit +CHz ; AG5) ; une molécule de masse m/z 351,249 (+ 28,028 soit +CH,CH> ; AG3) et
une molécule de masse m/z 365,267 (+ 42,046 soit +CH,CH2CH:; AG6). Ces molécules semblent
donc uniquement étre différenciées par la longueur de leur chaine hydrocarbonée. La molécule de
masse m/z 365,267 (AG6) est quant a elle reliée a une molécule de masse m/z 363,253 (- 2,014
soit -Hz; AG7) ; elle-méme reliée a des molécules de masse 349,237 (- 14,016 soit -CH>; AG8) ;
335,222 (- 28,031 soit -CH2CH:z ; AG9) et 321,206 (- 42,047 soit -CH,CH:CHz; AG10). Sont
également présents dans l'extrait brut, quatre dérivés déhydrogénés des quatre polyynes
représentés dans la Figure 39. Le chromatogramme CLUP-SMHR (Figure 40) permet d’évaluer
en outre les proportions relatives de chacun de ces composés dont I'identité a été avancée grace

au réseau moléculaire établi.
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Figure 38 : Déréplication de I'extrait brut de I'éponge Aulospongus gardineri a partir du réseau moléculaire
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Figure 39 : Cluster contenant les analogues du (Z)-3-((7-hydroxyhexadéca-1-én-3,5-diyn-1-yl)oxy)propane-1,2-diol
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Figure 40 : Déréplication de I'analyse CLUP-SMHR de I'extrait brut d'Aulospongus gardineri (TCN-M085)
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IV.3 Discussion

L’éponge Aulospongus gardineri a été sélectionnée non pas pour ses activités biologiques
(elle n’en possédait aucune sur les quatre testées) mais pour l'absence de données dans la
littérature sur sa composition chimique. L’étude de cette éponge au profil chimique complexe, a
permis l'isolement et'identification de 3 métabolites (AG1 - AG3). Un métabolite (AG1) déjaisolé
d’une bactérie marine, un isolé pour la premiére fois d’éponges marines (AG2) et un de structure
nouvelle (AG3). Elle a également permis la création d’'un réseau moléculaire grace auquel des

hypotheéses de structures pour 7 autres molécules (AG4 - AG10) ont été émises.

La N,N-lauroyldiéthanolamine (AG1) est une amide tertaire précédemment isolée de
bactéries marines, Bacillus sp. et Streptomyces sp. (Mondol M. A. M. et al., 2014). On peut alors se
questionner sur l'origine de cette molécule, est-elle métabolisée par I'’éponge elle-méme ou alors
par les microorganismes associés ? La méthode d’extraction utilisée lors de cette étude ne permet
pas de répondre a cette question, les métabolites de 1'éponge mais également ceux des
microorganismes associés étant extraits sans distinctions. La N-lauroyléthanolamine (AG2) n’a
jamais été rapportée comme ayant déja été extraite de bactéries marines mais I'on peut supposer
que l'origine de ce métabolite dont la structure est proche de celle de AG1 est la méme que celle
de AG1. Notons toutefois que ces deux molécules font partie du groupe des N-acyléthanolamines,
qui est un groupe de lipides présents dans les membranes cellulaires de cellules animales et
végétales. Elles peuvent donc tout aussi bien provenir des membranes cellulaires de I'éponge

Aulospongus gardineri.

Le troisieme composé isolé est un polyacétyléne, le (Z2)-3-((7-hydroxyoctadéca-1-én-3,5-
diyn-1-yl)oxy)propane-1,2-diol (AG3). De structure nouvelle, celui-ci se rapproche du (Z)-3-((7-
hydroxyhexadéca-1-én-3,5-diyn-1-yl)oxy)propane-1,2-diol (AG4), polyacétyléne précédemment
isolé de I'éponge Petrosia hebes (Perry N. B. et al., 1990). Six polyacétylénes possédant comme
AG3 et AG4 un systéme ene-yne-yne conjugué ont été isolés d’éponges appartenant au genre
Petrosia (Perry N. B. et al, 1990 ; Iguchi K. et al, 1993). D’autres polyacétylénes, mais ayant un
systéme €ne-yne-éne conjugé ont également été isolés d’éponges appartenant au genre Petrosia
(Seo Y. et al, 1999). De facon générale, les dérivés polyacétyléniques sont trés courants dans les
éponges appartenant a 'ordre des Haplosclerida. Plus d'une centaine de dérivés en ont été isolés
(Kornprobst J. M., 2005). Ces éponges, dans I'ensemble, ne sont pas apparentées a Aulospongus
gardineri (famille et genre différents). Raspailia pumila et Raspaila ramosa sont les deux seules
éponges appartenant a la méme famille (Raspaillidae) que 1'éponge Aulospongus gardineri

desquelles ont été isolés des polyacétylenes ayant un systéme éne-yne-éne conjugué (Guella G. et
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al, 1986; Guella G. et al, 1987). Ces molécules sont considérées comme des constituants

membranaires des éponges.

Le réseau moléculaire généré a également permis de mettre en évidence la présence de 6
autres polyacétylénes (AG5 - AG10) proches du (Z)-3-((7-hydroxyoctadéca-1-én-3,5-diyn-1-
yl)oxy)propane-1,2-diol (AG3) et du (2)-3-((7-hydroxyhexadéca-1-én-3,5-diyn-1-
yl)oxy)propane-1,2-diol (AG4). Deux (AG5 et AG6) différent uniquement par le nombre de
méthylene dans la chaine carbonée et les quatre autres (AG7 - AG10) sont les formes
déhydrogénées de AG3, AG4, AG5 et AG6. Guella G. et al., (1987), ont démontré la sensibilité de
ces molécules une fois isolées. Lorsqu’elles ne sont pas en solutions, celles-ci s’oxydent
rapidement au contact du dioxygéne contenu dans l'air sous des conditions normales de pression
et de température. Il y a une rupture de la double liaison reliée au glycérol pour donner le 1-0-
formylglycérol et un aldéhyde. Cela explique donc la rapide dégradation du composé AG3 que I'on

a pu observer.

L’extrait brut de 1'éponge Aulospongus gardineri semble donc étre majoritairement
composé de molécules étant des constituants membranaires des cellules de I'éponge, a savoir des
polyacétylénes et des N-acyléthanolamines (Figure 41). L’extrait de cette éponge est donc assez
pauvre en métabolites secondaires, ce qui peut expliquer 'absence de publication sur le genre

Aulospongus et I'absence d’activités biologiques associées aux éponges de ce genre.

R 74
" OH R
HO™ > 0 A
o n
H H
AG1 : R = CH2CH20H o o
AG2:R=H AG3:n=8 AG5:n=7
AG4:n=6 AG6:n=9

Figure 41 : Métabolites isolés de I'’éponge Aulospongus gardineri
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V.1 La modélisation moléculaire, un outil de caractérisation structurale

V.1.1 Intérét du dichroisme circulaire

La configuration absolue d’'une molécule est une caractéristique structurale fondamentale.
En effet, si deux énantiomeres possedent les mémes propriétés chimiques (solubilité, point de
fusion...), ils ne possédent pas obligatoirement les mémes propriétés biologiques. Par exemple,
I'érythroméfloquine, médicament antipaludique (lariam), actuellement commercialisé sous forme
d’'un mélange racémique mais dont I'utilisation en prophylaxie* a fortement diminué en raison de
ses effets secondaires. Dassonville-Klimpt A., et al. (2013), ont réussi a déterminer la configuration
absolue des deux énantiomeres grace a une étude par cristallographie par diffraction des rayons
X sur des monocristaux de chacun des énantiomeéres. Les deux énantiomeres possedent une
activité antipalutique (Dassonville-Klimpt A,, et al., 2013 ; Karle ]. M,, et al,, 1993 ; Basco L. K, et
al, 1992), cependant, la (11R, 125)-érythro-(-)-méfloquine (E2) est un agoniste du récepteur
adénosine 100 a 400 fois plus efficace que la (11S, 12R)-érythro-(+)-méfloquine (E1). Cette
affinité particuliére de la (11R, 125)-érythro-(-)-méfloquine (E2) est supposée étre responsable
des effets secondaires neuropsychiatriques (dépression et psychose) du lariam (Croft A. M. J. et

World M. |, 1996 ; Shepard R.D. et Fletcher A., 1998).

HO .
‘N
H

X

N7 > CF,

CF3

(11S, 12R)-érythro-(+)-méfloquine (E1) (11R, 125)-érythro-(-)-méfloquine (E2)

Traditionnellement, deux moyens sont utilisés pour réussir a déterminer la configuration
absolue d’'une molécule, la mesure du pouvoir rotatoire spécifique d’'un énantiomere donné apres
synthése stéréo-controlée et la cristallographie aux rayons X. Malheureusement, ces méthodes ont
toutes les deux des inconvénients, car une syntheése stéréo-controlée n’est pas toujours réalisable
et lamolécule ne se présente pas toujours sous forme cristallisée. La spectroscopie de dichroisme
circulaire (technique ne nécessitant pas de cristaux car réalisée en solution) se présente alors

comme une technique alternative relativement peu cotiteuse et nécessitant moins de moyens.

Elle est basée sur la mesure de la différence d’absorption des ondes polarisées

circulairement a droite et a gauche (donc chirales) par le composé. Via la loi de Beer-Lambert,
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cette différence d’absorbance (AAbs) peut étre reliée a une différence de coefficient d’extinction

molaire (Ae = g5 — €4) et il est ainsi possible d’obtenir un spectre Ag = f(1).
Le dichroisme circulaire est employé dans deux gammes d’ondes :

0 dans le moyen infrarouge ou il fait intervenir les vibrations de groupements
atomiques et I'on parle de Dichroisme Circulaire Vibrationnel (DCV). C’est une
technique relativement récente. Les premiers appareillages commerciaux sont
apparus a la fin du vingtiéme siecle (Monde K. et al., 2003 ; Magyarfalvi G. et al.,
2011).

0 Dans les domaines UV et visible impliquant des transitions électroniques de la
molécule, on parle alors de Dichroisme Circulaire Electronique (DCE) ou
simplement de Dichroisme Circulaire car cette technique est utilisée depuis les

années 1960 (Velluz L. et Legrand M., 1965 ; Drake A. F., 1986).

La DCE et la DCV sont deux techniques complémentaires. Néanmoins, la réalisation d'un
spectre DCV nécessite une concentration environ 10 fois supérieure a celle requise pour un
spectre DCE, c’est pourquoi cette derniere méthode est toujours largement utilisée dans la chimie

des substances naturelles ou les quantités de produits isolés sont de 'ordre du milligramme.

Deux énantioméres ont des spectres d’ordonnées opposées (Figure 42).

Spectres de DCE théoriques de deux énantiomeéres

== == «335,5aS,7R,85

3aR,5aR,7S,8R

Ag (L.molt.cm™?)

-25
Longueur d'onde A (nm)

Figure 42 : Exemple de spectres de Dichroisme Circulaire (DC) de deux énantioméres

Les avancées dans le domaine de la modélisation moléculaire quantique font qu’il est
désormais possible de calculer de fagcon théorique les spectres DCE de molécules de configurations
données. La comparaison entre ce spectre théorique et le spectre expérimental permet ainsi de

déterminer la configuration absolue de la molécule. Ces dernieres années, la détermination de la
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configuration absolue de nombreuses molécules a été possible grace a cette méthode (Brittain H.
G., 1998 ; Berova N. et al., 2000 ; Kobayashi N. et al,, 2011 ; Dassonville-Klimpt A. et al., 2013 ; Li
L.etal,h2013;LiQ.M.etal, 2013 ; Zhu H.]. et al.,, 2014).

L’utilisation des méthodes quantiques peut cependant étre limitée par la taille et la
flexibilité des molécules qui peuvent engendrer des temps de calculs trop longs (de quelques
heures a plusieurs jours avec la configuration du centre de calcul utilisé ; cf. annexe V) ou encore

un trés grand nombre de conformeéres (nétamine P, 573 conformeres optimisés).

V.1.2 Contexte de I'étude

Dans le cadre du projet BIOMOL TCN, I'éponge Biemna laboutei (Gray, 1867), collectée a
Madagascar en 2009, a été étudiée lors de la thése «Isolement, identification et synthese
biomimétique de métabolites secondaires issus d'invertébrés marins de la zone Sud-Ouest de
I'Océan Indien », soutenue par le Docteur Gros E. en 2013. Cette étude a mené a l'isolement et
I'élucidation structurale de dix-huit molécules dont douze nouveaux composés (Gros E. et al,
2014 ; Gros E. et al.,, 2015). Ces molécules sont toutes des alcaloides guanidiniques tricycliques,

regroupées en deux familles, les mirabilines et les nétamines.

Les mirabilines A (E3), C (E4) et F (E5) ont été isolées pour la premiere fois de 'éponge
Arenochalina mirabilis (Barrow R A. et al., 1996). A ce jour, une révision taxonomique a conduit a
reclasser cette éponge dans le genre Mycale (Mycale (Arenochalina) mirabilis) (Van Soest R. W. M.
et Hajdu E. 2002). Lors de ces travaux, ces trois mirabilines ont été isolées sous forme de
dérivés N-acétylés. Aucune autre publication ne fait mention de la mirabiline A hormis la
publication de Gros E. et al. (2014). Les mirabilines C et F ont également été isolées, avec la
mirabiline ] (E6), de Clathria sp. (EI-Naggar M. et al, 2009). Elles ont été caractérisées pour la
premiére fois sans dérivatisation et la configuration absolue de la mirabiline F a également été
déterminée. Les nétamines E (E7) et G (E8) ont été isolées de 'éponge Biemna laboutei par Sorek
H. et al. (2006). Pour les mirabilines A, C, J et les nétamines E et G, seules les configurations

relatives ont été déterminées jusqu’a présent.

NH, NH,

mirabilline A (E3) mirabilline C (E4) mirabilline F (E5)
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NH, NH, NH,
HN)§NH(;H HN)§NH;|
H H H H
mirabilline ] (E6) nétamine E (E7) nétamine G (E8)

Les nétamines H a S (E9 - E20) ont été isolées pour la premiére fois de Biemna laboutei
(Gros E. et al.,, 2014 ; Gros E. et al, 2015). L’élucidation structurale de ces douze nouveaux
composés a été réalisée par HRMS et RMN 1D et 2D ; ces analyses spectroscopiques ont permis,

grace aux effets NOE, de déterminer la configuration relative de ces douze molécules.

Pour six des molécules isolées, les nétamines I, J, K, L, M et N, des études
théoriques/expérimentales conjointes du dichroisme circulaire ont conduit a la détermination de
leur configuration absolue. Ces travaux ont ainsi permis d’attribuer respectivement les
configurations (5a$, 7R, 8R) a la nétamine I, (5aS$, 7R, 85) a la nétamine ] et (3aS, 5aS$, 7R, 8R)
(Gauvin-Bialecki A. et al., 2016) pour les nétamines K, L, M et N (Macé A., 2014).

NH,

nétamine H (E9) nétamine [ (E10)
NH, NH,
HN)§NH+ HN)§NH+
Ho| H H H
H H H  H H  H
nétamine K (E12) nétamine L (E13) nétamine M (E14)
NH
NH, 2
+
~N
NS NI
Hol M Z —
H H H H
nétamine N (E15) nétamine O (E16) nétamine P (E17)
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NH, NH,
HN*NH; HN)§NH;|
H NG H N
H H H H
nétamine Q (E18) nétamine R (E19) nétamine S (E20)

Ce chapitre a donc pour but de déterminer la configuration absolue d’autres molécules
isolées dans le cadre du projet BIOMOL TCN par une approche couplée théorie/expérience du
dichroisme circulaire électronique (DCE). Les spectres UV et DCE expérimentaux utilisés ont été

mesurés dans le métanol par le Docteur Emmanuelle Gros au cours de ses travaux de these.

La caractérisation d’un stéréoisomere par RMN n’étant pas toujours aisée, Grimblat N. et
al., (2015) ont essayé de répondre a cette problématique en publiant une méthode statistique
nommeée DP4+, calculant une probabilité d’accord entre les déplacements chimiques 13C et 1H
expérimentaux et calculés de facon théorique. Il s’agit d'une version améliorée de la méthode DP4
créée par Goodman (Smith S. G., et Goodman J. M., 2010). L'utilisation de cette méthode a permis
d’étayer la détermination de la configuration relative des mirabilines et nétamines faite par RMN.
La méthode DP4+ donne des probabilités pour les déplacements chimiques H ; 13C et globale
(ensemble 1H et 13C). Dans le but d’éviter toutes ambiguités, seules les molécules, présentant des
probabilités intermédiaires DP4+(1H) et DP4+(13C) cohérentes et une probabilité DP4+ globale
proche de 100% pour une configuration relative donnée, ont été sélectionnées afin d’étudier leur

configuration absolue.

V.2 Détermination de la configuration relative par la méthode DP4+

V.2.1 Principe de la probabilité DP4+

La détermination de la stéréochimie d’'une molécule se fait, tres souvent, par I'analyse
d’expériences RMN basées sur les effets NOEs (NOESY et ROESY). Mais, méme si les avancées dans
la spectroscopie par RMN ont été conséquentes, les erreurs lors de caractérisation structurale de
produits naturels ne sont pas rares (Nicolaou K. C. et Snyder S. A., 2005 ; Suyama T. L. et al., 2011).
Que ces erreurs soient dues a une grande complexité moléculaire, a des erreurs humaines, a une
ambiguité entre les signaux ou encore a la présence d’'impuretés, il en résulte que des centaines
de structures publiées ces derniéres décennies ont fait 'objet de révisions. Ces corrections
peuvent aller d'une rectification structurale a une révision de la stéréochimie de la molécule. Le

développement de la chimie théorique peut contribuer a prévenir de ces erreurs. En effet,

l'utilisation de celle-ci afin de générer des spectres RMN théoriques se démocratise et peut
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participer a I'attribution ou la réattribution de signaux pour des molécules complexes (Andernach

L.etal, 2016).

Il existe différentes stratégies concernant'utilisation de calculs de déplacements RMN par
chimie quantique lors de 1l’élucidation structurale d’'une molécule. Pour ce qui est de la
détermination de la configuration relative d'une molécule, I'utilisation d'une méthodologie basée
sur la comparaison semble adaptée ; cela veut dire que plusieurs candidats (stéréoisomeres) sont
évalués et comparés sur un ensemble de déplacements chimiques. Avec l'introduction du
parametre CP3, de la probabilité DP4, puis de la probabilité DP4+, des avancées majeures pour ce
type de méthodologie ont été réalisées ces derniéres années (Smith S. G. et Goodman J. M., 2009 ;

Smith S. G, et Goodman J. M., 2010 ; Grimblat N. et al., 2015).
e Le parametre CP3 (Smith S. G. et Goodman ]. M., 2009) :

Le parametre CP3 est basé sur la comparaison, pour deux diastéréoisomeres donnés (A et
B) (Equation 1), des différences entre les déplacements chimiques calculés (A,q; .= 8. — 8&) etles

déplacements chimiques expérimentaux (Ag,p= 6,& — 65).

Agxp/Acalc si Acalc/Aexp >1
Aeprcalc

Zi f3 (Aexp'Acalc)

CP3 = ZiAgxp

avec f3 (Aexpr Acalc) = { (1)

L’'inconvénient principal vient du fait que ce parameétre n’est utilisable, pour deux
diastéréoisomeres donnés, qu'en comparant les deux jeux de déplacements chimiques
expérimentaux aux deux jeux de déplacements chimiques théoriques. Comme c’est souvent le cas
dans I'étude de produits naturels, pour I'étude des molécules issues de Biemna laboutei, seules les
données expérimentales du diastéréoisomeére isolé sont disponibles, ce parameétre n’est donc pas
utilisable dans le cas présent et c’est pour répondre a cette problématique que la probabilité DP4

a été développée.
e Laprobabilité DP4 (Smith S. G., et Goodman J. M., 2010) :

La probabilité DP4, qui a été développée pour attribuer a un spectre expérimental I'un des
différents diastéréoismeres possibles (candidats), aborde le probleme différemment.
Effectivement, une probabilité de correspondance est calculée entre le spectre expérimental et les

spectres théoriques de chacun des diastéréoisomeres possibles.

Tout d’abord, les déplacements chimiques théoriques 6w sont ramenés a 1’échelle des
déplacements chimiques expérimentaux S« a partir des résultats de régressions linéaires & =
f(Sexp)- Ainsi 8scaled = (8t — b)/a ou1 les parametres a et b sont respectivement la pente et 'ordonnée

a l'origine issues de la régression linéaire précédente. Ces régressions linéaires sont faites
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successivement pour les déplacements chimiques 1H, puis pour les 13C. Ces 8scaed SONt calculés
pour chacun des candidats. L'erreur e, correspondant a la différence entre le déplacement
théorique mis a I’échelle de I'expérience Oscalea €t le déplacement expérimental, est également

calculé (e = Sscated — Sexp)-

Ensuite, la probabilité de chaque erreur observée est calculée (Equation 2) en supposant
que l'erreur pour un atome dans une structure correcte obéit a une distribution t de Student, avec
une moyenne g, un écart type o et un degré de liberté v. Ces probabilités obtenues pour chaque
atome, sont multipliées afin d’obtenir, pour chaque candidat, une probabilité globale d’avoir cette
erreur particuliere. Ceci, en admettant que I'erreur dans les déplacements chimiques de chaque
atome de la molécule est une variable indépendante. Les probabilités obtenues sont converties en

un ensemble de probabilités que chaque candidat soit le bon selon le théoreme de Baye.

HIIX:l(l_TvO(Sécaled,k_aexp,k)_”|/U))

?:1[“%:1(1_71”0 ((Sécaled,k_Sexp'k>_“|/G))]

P(i|51,62,...,61\/) == (2)

Cette équation donne la probabilité qu'un candidat i (parmi m candidats) soit le bon pour
les déplacements chimiques expérimentaux 61, 82, ..., On. Dans cette équation, T° est le cumul des
fonctions de distribution en ¢, avec v degrés de liberté. d.px correspond au déplacement chimique

J

expérimental relatif au noyau k (ou k varie de 1 a N) et 8,04

x correspond au déplacement

chimique calculé pour le noyau k, pour le candidat .

Smith S. G., et Goodman J. M. (2009), ont optimisé les parameétres y, o et v a partir des 117
molécules pour lesquelles ils avaient les déplacements chimiques expérimentaux, soit un
ensemble de données de 1717 déplacements 13C et 1794 déplacements H. Les valeurs obtenues

sontpu=0,0=2,306 ppm (13C) et 0,185 ppm (*H) et v = 11,38 (13C) et 14,18 (1H).
e Laprobabilité DP4+:

La probabilité DP4+ (Grimblat N. et al., 2015) est une amélioration de la probabilité DP4,

visant a prendre en compte en plus des parameétres précédents :

- L’erreur e, (I'indice u pour unscaled) correspondant a la différence entre les
déplacements chimiques théoriques (non mis a I'échelle) et les déplacements
expérimentaux (ey = 8t — Sexp)-

- Un niveau de théorie plus élevé dans 'optimisation de la géométrie (B3LYP/6-31G**
au lieu MMFF précédemment) mais aussi dans le calcul des déplacements chimiques

RMN (mPW1PW91/6-31+G** au lieu de B3LYP/6-31G* précédemment).
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- Laprise en compte des effets de solvants par la méthode PCM (modele de continuum
polarisable). Toutes les données expérimentales ont été acquises dans le chloroforme

et par conséquent, la méthode a été optimisée pour ce solvant.

La formule permettant le calcul de la probabilité DP4+ (Equation 3) suit le méme modéle
que celle permettant le calcul de la probabilité DP4. De plus, elle prend en compte des erreurs
moyennes (Uu-spz, Hu-sp3), des écart-types sur ces erreurs (Ou.spz, Ou-sp3) €t des degrés de liberté (v..
sp2 Uusp3) associées aux déplacements chimiques théoriques pour des carbones ayant des
hybridations différentes. Ces parameétres ont aussi été déterminés pour les H en fonction de
I'hybridation des C auxquels ils sont rattachés. Au final, 16 parametres (8 pour les déplacements
1H et 8 pour les déplacements 13C) dépendant de I'hybridation des carbones (05, Us, tu-sp2, Ou-spz, V-
sp2 Mu-sp3, Ou-sp3 €L Uusp3 ) ONt été optimisés a partir de 72 molécules, soit 1219 déplacements 13C et
1123 déplacements 1H expérimentaux. Il faut noter que les déplacements chimiques théoriques
des atomes de carbone hybridés sp ont été mis dans le méme ensemble que ceux hybridés sp2. (cf.

SI, Grimbalt N. et al, 2015 ; sarotti-nmr.weebly.com)

Hllg=1[1—Tvs(e§,k/ffs)] [1_Tvu—swc((eit,k__ﬂu—sm)/”u—sz:x)]
Z}n=1 HII¥=1[1_TVS(E§,k/US)] [1_Tvu—szox((eil,k_ﬂu—spx)/au—spx)]

P(i) =

3)

V.2.2 Méthodologie et détails des calculs DP4+

e Méthodologie

Depuis les années 1990, il y a eu beaucoup de comparaisons entre la théorie des
fonctionnelles de la densité (DFT) et les méthodes post Hartree-Fock (MP2, CISD, ...) pour le calcul
de I'état fondamental. Comme le conclut Cramer C. (2004), la ligne de fond de '’ensemble de ce
travail est que, en régle générale, la DFT estla méthode la plus rentable car elle permet de prendre
en compte les interactions entre électrons de facon satisfaisante pour un temps de calcul plus
faible que les méthodes post Hartree-Fock. Pour ces mémes raisons d’efficacité, I'étude des
transitions électroniques par la théorie dite TD-DFT (Time Dependent — DFT ou théorie de la
fonctionnelle de la densité dépendante du temps) s’est largement développée au détriment des

méthodes ab initio d’interaction de configurations.

Pour étudier la configuration relative d’'une molécule, il faut tenir compte de tous les
diastéréoisomeres possibles ; tous les calculs présentés ont été faits pour chacun d’entre eux. Afin
de calculer le spectre RMN d’'un isomeére donné, il n’est pas suffisant de considérer uniquement le
minimum global, c’est-a-dire la conformation de la molécule la plus stable. En effet, le spectre RMN

dépendant de la conformation de la molécule, il est nécessaire de prendre en compte tous les
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conformeéres ayant une population significative a température ambiante (298 K) dans le calcul du
spectre RMN théorique. Les différentes conformations possibles de l'isomere ont donc été
générées manuellement et optimisées par une fonctionnelle de la densité hybride (wB97XD) avec
la prise en compte des effets du solvant. Un calcul des fréquences de vibration de chaque
conformere est réalisé pour s’assurer qu'il s’agit bien d’'un minimum sur la surface d’énergie
potentielle. Les déplacements chimiques RMN de chacun des conformeres ont été calculés avec la
méme méthode de calculs que celle utilisée par Grimblat N. et al, (2015), a savoir une
fonctionnelle hybride (mPW1PW91) (Adamo C. et Barone V., 1998), avec la prise en compte des
effets de solvants. L'ensemble de ces résultats, pondéré selon Boltzmann, a permis d’obtenir des
spectres RMN 1H et 13C théoriques. Les déplacements chimiques 13C et 'H expérimentaux ont alors
été comparés aux déplacements chimiques 13C et tH théoriques de chaque diastéréoisomeére avec
la méthode DP4+; ce qui permet d’obtenir un pourcentage de probabilité de correspondance
entre les valeurs expérimentales et les valeurs théoriques. La correspondance est considérée
comme concluante si la probabilité sur les protons et la probabilité sur les carbones indiquent le
méme diastéréoisomeére et si la probabilité globale est supérieure a 95% pour ce

diastéréoisomere.
e Détails des calculs

L’ensemble des calculs quantiques a été réalisé a I'aide du programme Gaussian 09 (cf.

annexe V).
Optimisation de géométrie
Les optimisations de géométrie ont été réalisées avec la méthode wB97XD/6-31+G(d,p)

wB97XD est une fonctionnelle de la densité hybride de cinquieme génération prenant en
compte des effets de dispersion qui semble étre efficace pour l'optimisation de géométrie

(Jacquemin D. et al,, 2011).
La base 6-31+G** comprend :

- des fonctions de polarisation (**) sur tous les atomes. Des fonctions d sur les atomes
lourds et des fonctions p sur les hydrogenes. Ces fonctions sont importantes pour
décrire la liaison chimique (cf- distorsion des orbitales atomiques).

- des fonctions diffuses s et p sur les atomes lourds (tous sauf I'Hydrogéne). Les
fonctions diffuses (+) permettent de mieux décrire les paires d’électrons libres et sont

nécessaires pour la description des liaisons hydrogéne.

Les effets de solvants sont pris en compte par le modele SMD (Solvent Model Density)

(Marenich A. V. et al, 2009) ou la densité électronique du soluté (calculée par la mécanique
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quantique) interagit avec une description continue du solvant. Le solvant est dans ce cas
représenté comme un milieu diélectrique avec des tensions de surface a I'interface soluté-solvant.
Comme les spectres RMN expérimentaux ont été acquis dans le méthanol deutéré (excepté la
nétamine G, dont les spectres ont été acquis dans le chloroforme deutéré), le modele SMD a été

utilisé pour simuler ces solvants au niveau des optimisations de géométrie.
Calculs de déplacements chimiques

Pour le calcul des déplacements chimiques, le niveau de théorie mPW1PW91/6-

31+G(d,p)/PCM préconisée pour la méthode DP4+ a été utilisé.

Afin que les résultats deviennent insensibles au changement d’origine du systéme de
coordonnées, pour toutes les intégrations numériques, une grille de points, plus dense

(UltraFineGrid) que celle par défaut (FineGrid) de Gaussian 09, a été utilisée.

Un calcul des fréquences de vibration de chaque conformére a permis de vérifier qu'’il
s’agissait de minimum sur la surface d’énergie potentielle (absence de fréquence imaginaire). Les
fréquences de vibration calculées dans I'approximation harmonique sont surestimées par rapport
al’expérience avec la méthode wB97XD/6-31+G**. Un facteur 0,971 a été appliqué aux fréquences
harmoniques pour calculer la correction vibrationnelle d’énergie au point zéro et pour calculer
les termes vibrationnels dépendant de la température dans I’enthalpie libre. Ce facteur 0,971 a été
optimisé en minimisant la différence calculée entre la correction d’énergie au point zéro et les
valeurs expérimentales pour un ensemble de 15 petites molécules organiques suivant la

procédure de Alecu I. M. et al. (2010).

Les déplacements chimiques 'H et 13C ont ensuite été calculés par TD-DFT, avec la
méthode « Gauge-Independent Atomic Orbital (GIAO) ». La fonctionnelle et la base utilisées
étaient mPW1PW91/6-31+G**. Grimblat N. et al, (2015) ont mis au point et optimisé la
probabilité DP4+ sur les calculs de déplacements chimiques RMN avec cette méthode. Il est donc

important de garder cette méme méthode.

V.2.3 Résultats

Les 18 molécules présentées dans le paragraphe V.1.2 ont été désignées sous deux
dénominations, les mirabilines et les nétamines ; mais en observant les structures de celles-ci, si
I'on remplace les deux chaines latérales par deux groupements méthyles, elles peuvent étre

regroupées en trois familles, selon leur noyau tricyclique :

- Les structures possédant un noyau pyrimidinique (N1), c’est-a-dire les mirabilines A

(E3), C (E4) et les nétamines G (E9), H (E10), I (E11) et ] (E12).
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- Les structures possédant une insaturation 8a-8b (N2), c’est-a-dire la mirabiline ] (E6)
etles nétamines E (E7), O (E16), P (E17), Q (E18), R (E19) et S (E20).
- Les structrures possédant une insaturation 8-8a (N3), c’est-a-dire la mirabiline F (E5)

et les nétamines K (E12), L (E13), M (E14) et N (E15).

Hormis pour la mirabiline F (E5), dont la configuration absolue a déja été déterminée et ne
sera, par conséquent, pas étudiée, aucune des 17 autres molécules ne présentent de systemes
conjugués entre le noyau et les chaines latérales. L'influence de ces chaines sur les déplacements
chimiques, observés en RMN, des atomes du systéme tricyclique est considérée comme
négligeable. Les configurations absolues de toutes les nétamines possédant une insaturation 8-

8a (N3) ayant déja été déterminée, I’étude a été ciblée sur les deux autres types de structures.

NH, NH,
NN HN”NNH NS
l _— * = *
noyau pyrimidinique (N1) insaturation 8a-8b (N2) insaturation 8-8a (N3)

V.2.3.1 Résultats de la probabilité DP4+ pour les structures

a noyaux pyrimidiniques

Le modele N1 possede 3 carbones asymétriques R ou S (C-5a, C-7 et C-8), et donc il existe

4 paires d’énantiomeres. Quatre diastéréoisomeéres sont représentés ci-dessous.

NH2 NH, NH2 NH,

3 )\Nl 3NJ§N1

| Me
‘\Me “@)\Me — “\H
(R) (s> (3) ﬁ ®
"Me “H
H Me

5aS,7R,8R 5aS,7R,8S 5aS$,75,8R 5aS$,75,85

Pour chacun des isomeres ci-dessus, 2 conformeéres ont été trouvés et optimisés dans le
méthanol et dans le chloroforme (Tableau XXVIII). Ces deux conformeéres different par une
déformation de cycle au niveau des carbones C-6, C-7 et C-8, ce qui a pour conséquence, une
inversion des positions axiales ou équatoriales des substituants de ces trois carbones. Les spectres

RMN 1H et 13C de ces différents conformeéres associés aux 4 isomeres ont été calculés dans le
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méthanol et pour chaque énantiomeéres, les déplacements chimiques moyens ont été obtenus par

une pondération selon la statistique de Boltzmann.

Tableau XXVIII : Populations des différents conforméres pour chacun des isoméres du modéle N1.

5aS,7R,8R 5aS,7R,8S

Conformeére (Solvant)

AG (CDs0D)
(kJ/mol) (CDCls)

. (CD30D)
Population (CDCl5)

5aS,75,8R

Conformere (Solvant)

AG (CD30D)

(kJ/mol)  (CDCl3)
Population  (CP:0D) 98,5% 90,2%
(CDCl3) 98,2% 90,3%

Les déplacements expérimentaux de la mirabiline C (El-Naggar M. et al, 2009) de C-3a
(6C=127 ppm), C-8a (6C=117,8 ppm) et C-8b (6C=115,9 ppm) sont tres éloignés des déplacements
chimiques calculés (écart supérieur a 30 ppm) pour ces mémes carbones pour les 4 configurations
relatives. Il n’est donc pas pertinent de faire un calcul DP4+ sur cette molécule. Par ailleurs, ces
déplacements chimiques sont également tres différents de ceux en position analogue dans la
mirabiline A et les nétamines G et H. Il existe probablement un probléme dans I'analyse

structurale proposée par El-Naggar M. et al. (2009).

La méthode DP4+ a été utilisée pour comparer les valeurs des déplacements chimiques
moyens des 4 isomeres aux valeurs expérimentales de la mirabiline A et des nétamines Get H;

les résultats sont regroupés dans le Tableau XXIX.

- Pourla mirabiline A, les probabilités DP4+ sur les protons et les carbones convergent
vers l'isomere 5aS, 7R, 8R et la probalibilité globale est de 99,99% pour cet isomeére.
Le calcul de la probabilité DP4+ est donc en accord avec la configuration relative de la
mirabiline A faite par Gros E. et al,, (2014), a savoir 5aS, 7R, 8R.

- Pour la nétamine G, les probabilités DP4+ sur les protons et les carbones convergent

vers l'isomére 5a$, 7R, 8S et la probalibilité globale est de 100% pour cet isomére. Le
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calcul de la probabilité DP4+ est donc en accord avec la configuration relative de la
nétamine G faite par Sorek H. et al,, (2006), a savoir 5aS$, 7R, 8S.

- Pour la nétamine H, les probabilités DP4+ sur les protons et les carbones convergent
vers l'isomére 5aS$, 7R, 8S et la probalibilité globale est de 100% pour cet isomére. Le
calcul de la probabilité DP4+ est donc en accord avec la configuration relative de la

nétamine H faite par Gros E. et al, (2014), a savoir 5aS, 7R, 8S.

Pour ces trois molécules, le calcul de probabilité DP4+ vient donc étayer la configuration
relative déterminée par 'expérience, a savoir 5aS$, 7R, 8R pour la mirabiline A et 5aS, 7R, 85 pour

les nétamines G et H. Celles-ci ont donc été retenues pour le calcul de leur configuration absolue.

Tableau XXIX : Résultats du calcul de probabilité DP4+ pour la mirabiline A, la nétamine G et la nétamine H.

Molécule Déplacements Isomére (%)
(solvant) chimiques 5aS,7R,8R 5aS,7R,8S 5aS,7S,8R 5aS$,75,8S
irabiline A 6H 93,10 0,00 0,02 6,88
m‘(rcaD;(;r];‘; 8C 76,58 23,31 0,00 0,11
6H + 6C 99,99 0,00 0,00 0,01
. ine G 6H 0,00 100,00 0,00 0,00
“e(tg]‘)“éﬁ‘; sC 0,00 100,00 0,00 0,00
S8H + 8C 0,00 100,00 0,00 0,00
nétamine H 6H 0,00 100,00 0,00 0,00
(CD30D) 8C 0,00 100,00 0,00 0,00
S8H + 8C 0,00 100,00 0,00 0,00

V.2.3.2 Résultats de la probabilité DP4+ pour les structures

insaturées 8a-8b

Le modeéle N2 posséde 4 carbones asymétriques R ou S (C-3a, C-5a, C-7 et C-8), et donc il

existe 8 paires d’énantiomeéres. Huit diastéréoisomeéres sont représentés ci-dessous.

3aS,5aS,7R,8R 3aS$,5aS,7R,8S 3aS,5aS$,75,8R 3aS$,5a$,75,8S
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Pour l'isomeére (3aS$,5aR,7S,8R), un seul conformere a été trouvé et optimisé dans le
méthanol ; pour les isomeres (3aS,5aR,7R8R), (3aS,5aR,7R,8S), (3aS,5aR,75,85), deux
conformeéres, différant au niveau de la position axiale ou équatoriale des substituants des
carbones C-6, C-7 et C-8; et pour les isomeres (3aS,5aS,7R,8R), (3aS,5aS,7R,8S), (3aS,5aS5,7S5,8R),
(3aS,5aR,75,8S), trois conformeres, différant au niveau de la position axiale ou équatoriale des
substituants des carbones C-6, C-7 et C-8 ou au niveau de la position axiale ou équatoriale des
hygrogénes substituants les carbones C-4 et C5 (Tableau XXX). Les spectres RMN 'H et 13C de ces
différents conformeres associés aux 8 isomeéres ont été calculés dans le méthanol et pour chaque
énantiomeres, les déplacements chimiques moyens ont été obtenus par une pondération selon la

statistique de Boltzmann.

Tableau XXX : Populations des différents conforméres pour chacun des isomeéres du modeéle N2.

3aS,5aR,7R,8R

Conformeére -
AG (K] /mol) 5,4 .
Population 10,0% -
3aS,5aR,7R,8S
@ )
Conformeére -

AG (k] /mol) 13,0 -

Population 0,5% -
3aS,5aR,7S,8R

Conformeére - -

AG (k] /mol) - -

Population - -
3aS,5aR,75,85

Conformeére -

AG (kJ/mol) 0 -

Population 99,8% -
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Tableau XXX : Populations des différents conforméres pour chacun des isomeéres du modeéle N2 (suite).

3a$,5aS,7R8R

Conformeére
AG (k] /mol) 0
Population 78,0% 0,3%

3aS,5aS,7R,8S
Conformeére
AG (kJ/mol) 0 10,1
Population 67,7% 1,1%

3aS,5aS5,7S,8R

% -

Conformeére
AG (kJ/mol)
Population 0,4%

3aS,5a8,75,8S
Conformeére

: i

AG (kJ/mol) 0 4,8 3,5
Population 72,0% 10,3% 17,7%

L’attribution des valeurs expérimentales des protons H-5 et H-6 est ambigiie. En effet, les
déplacements chimiques des protons H-5a et H-5f sont tres différents, il en est de méme pour les
protons H-6a et H-6f. Une mauvaise attribution de leur position a ou § pouvant entrainer une
erreur sur la détermination de la stéréochimie de la molécule, une premiére probabilité DP4+ a
donc été calculée sans tenir compte de ces protons (Tableau XXXI). Pour les nétamines E, P, R et
S, les probabilités DP4+ sur les déplacements chimiques des carbones et des protons convergent
pour I'isomeére (3a$,5aS,7R,8S) ; de plus, la probabilité DP4+ globale est supérieure a 99% pour
ces quatre molécules. Le calcul de la probabilité DP4+ est donc en accord avec les configurations

relatives des nétamines E, P, R et S faite par Gros E. et al, (2014 ; 2015), a savoir 3a$,5aS, 7R, 8S.
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En revanche, il n'y a pas de convergence entre les probabilités DP4+ sur les déplacements

chimiques des carbones et des protons pour les nétamines O et Q.

Pour la nétamine O, méme si la probabilité globale est de 93,95% pour l'isomere
(3aS,5aR,75,8S5), 1a divergence entre les données protons et les données carbones ne nous permet
pas de conclure. En effet, la probabilité sur les déplacements chimiques des protons semble
indiquer que la conformation de la molécule est (3aS$,5aS,7R,8R) avec un pourcentage de 48,68%
alors que la probabilité sur les déplacements chimiques des carbones est de 81,57% pour

I'isomére (3aS,5aR,75,8S).

Pour la nétamine Q, la probabilité globale n’est pas concluante (35,18% pour l'isomere
3aS$,5aR,7S,8R), de plus, la probabilité sur les déplacements chimiques des protons semble
indiquer que la conformation de la molécule est (3a$,5aS,75,85) avec un pourcentage de 86,89%
alors que la probabilité sur les déplacements chimiques des carbones est de 91,42% pour

I'isomeére (3aS,5aR,75,8R).

Pour quatre molécules, les nétamines E, P, R et S, le calcul de probabilité DP4+ vient donc
étayer la configuration relative déterminée par 'expérience, a savoir 3aS$, 5aS, 75, 8R. Celles-ci ont
donc été retenues pour le calcul de leur configuration absolue. En revanche, le calcul de la
probabilité DP4+ n’a pas permis de conforter les configurations relatives des nétamines O et Q

déterminées par I'expérience mais elle ne permet pas non plus de les discriminer.

Tableau XXXI : Résultats du calcul de probabilité DP4+ pour les nétamines E, O, P, Q, R et S.

Isomeére (%)

Molécule Diilfr‘rcliefzr;ts 3aS,5aR, 3aS5aR, 3aS5aR, 3aS5aR, 3aS5aS, 3aS5as, 3aS5as, 3as5as,
q 7R.8R 7R8S 7S8R 75,85 7R8R 7R,8S 7S8R 75,85
Nétami SH 0,00 0,08 9,74 0,00 0,14 75,66 14,37 0,00
etaglme 8C 0,00 0,00 3,64 0,00 0,00 96,36 0,00 0,00
SH + 8C 0,00 0,00 0,48 0,00 0,00 99,52 0,00 0,00
Nétamine SH 0,00 0,00 0,00 6,60 48,68 0,00 0,07 44,65
0 8C 0,00 16,15 0,00 81,57 0,71 0,00 1,56 0,00
SH + 8C 0,00 0,01 0,00 93,95 5,99 0,00 0,02 0,03
Nétamine SH 0,00 0,05 8,46 0,00 0,11 87,15 4,23 0,00
> 8C 0,00 0,00 7,34 0,00 0,00 92,66 0,00 0,00
SH + 8C 0,00 0,00 0,76 0,00 0,00 99,24 0,00 0,00
Nétamine SH 0,00 0,05 0,01 0,39 10,73 0,00 1,92 86,89
8C 0,00 6,80 91,42 1,11 0,00 0,45 0,22 0,00
Q SH + 8C 0,00 1826 3518 21,89 1,21 0,05 21,16 2,25
Nétamine SH 0,00 0,06 7,60 0,00 0,05 88,30 3,98 0,00
R 8C 0,00 0,00 0,43 0,00 0,00 99,56 0,00 0,00
SH + 8C 0,00 0,00 0,04 0,00 0,00 99,96 0,00 0,00
Nétamine SH 0,00 0,08 7,20 0,00 0,06 87,28 5,38 0,00
S 8C 0,00 0,00 2,11 0,00 0,00 97,89 0,00 0,00
SH + 8C 0,00 0,00 0,18 0,00 0,00 99,82 0,00 0,00
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V.3 Détermination de la configuration absolue par la chimie théorique

V.3.1 Méthodologie et détails des calculs

e Méthodologie

Comme les spectres RMN, les spectres DCE étant dépendants de la conformation de la
molécule, il n’est pas suffisant de considérer uniquement le minimum global, il faut prendre en
compte tous les conformeres ayant une population significative a température ambiante (298 K)
dans le calcul du spectre DCE théorique. Les différentes conformations possibles de I'isomere ont
donc été générées manuellement et optimisées par une fonctionnelle hybride de la densité
(wB97XD) avec la prise en compte des effets du solvant. Un calcul des fréquences de vibration de
chaque conformeére est réalisé pour s’assurer qu’il s’agit bien d'un minimum sur la surface
d’énergie potentielle. Afin de simplifier les calculs tout en restant cohérent par rapport a la
répartition de population des différents conforméres a température ambiante, tous les
conformeres les plus stables en énergies (ayant un écart inférieur a 3 kcal/mol soit 12,5 kJ/mol
par rapport au minimum global) ont été pris en compte. Ainsi, les transitions électroniques de
plus basses énergies de chacun de conformeres ont été calculées avec la prise en compte des effets
de solvants et 'ensemble de ces résultats, pondéré selon Boltzmann, a permis d’obtenir un spectre

UV-visible théorique.

Ce spectre théorique peut étre comparé au spectre expérimental et servir a
calibrer le spectre de DCE théorique. En effet, d'une facon générale, la méthode wB97XD surestime
souvent les énergies de transition singulet de type m—m* a l'origine des premiéres bandes
d’absorption UV-visible. Le calcul de I'écart d’énergie entre la premiere bande d’absorption
expérimentale et théorique et son retranchement sur le spectre UV théorique permet de prendre
en compte I'erreur systématique de la méthode utilisée et ainsi améliorer la concordance entre le
spectre UV-visible théorique et celui issu de I'expérience. Cette calibration est effectuée sur le
spectre UV-visible car en général, les énergies et les intensités des transitions électroniques
changeant peu d'un conformére a l'autre, le spectre calculé concorde bien avec le spectre
expérimental. Cela n’est pas le cas pour les spectres de DCE, dont les intensités dépendent

principalement de ces conformations.

Ensuite, un spectre de DCE, pondéré selon Boltzmann, est calculé et décalé avec la méme
énergie que dans le cas du spectre UV-visible correspondant. Une comparaison avec le spectre de
DCE expérimental est ensuite effectuée. Bringmann G. et al., 2009, furent les premiers a utiliser

cette facon de procéder pour les spectres UV-visible et ceux de DCE.

155



Chapitre V — Etude de molécules issues de la biodiversité marine par modélisation moléculaire

e Détails des calculs

L’ensemble des calculs quantiques a été réalisé a I'aide du programme Gaussian 09 (cf.

annexe V).

L’optimisation de géométrie ainsi que le calcul des fréquences de vibration de chaque
conformere ont été réalisés de la méme facon que lors du calcul de la probabilité DP4+ (voir

Chapitre V.2.2).

En revanche, pour le calcul des transitions électroniques singulets de plus basses énergies,
également effectué par TD-DFT, un jeu de fonctions diffuses s a été ajouté sur les atomes
d’hydrogene (wB97XD/6-31++G**). Cet ajout vise a donner plus de flexibilité a la base de
fonctions pour le calcul des transitions électroniques. La fonctionnelle wB97XD semble étre

également efficace pour la simulation de spectre UV-visible (Jacquemin D. et al., 2011).

L’absorption UV-visible liée a une transition électronique entre I'état fondamental 0 et un
état excité k est décrite, en mécanique quantique, par la force d’oscillateur for (Equation 4). Il s’agit
d'une valeur sans dimension, proportionnelle au produit de la fréquence de la transition
électronique vox par le carré du moment dipolaire électrique de la transition considérée |(0|u|k)|?

(Atkins P. et Friedman R., 2008).

2
8T “MeVok

fore = ZEIREL0k (0]l e} 2 @)

fok : force d’oscillateur entre I'état fondamental (0) et I'état excité k
me : masse d’un électron

e : charge d’'un électron

h : constante de Planck

Les forces d’oscillateur for calculées ont été converties dans l'unité du coefficient
d’extinction ¢, afin que les spectres UV-visibles calculés puissent étre comparés aux spectres
expérimentaux. Cela a été fait par association a des fonctions gaussiennes centrées aux fréquences
respectives vox des transitions électroniques. Le spectre UV résulte de la superposition de ces
gaussiennes (Equation 5). Une demi-largeur a 1/e fois la hauteur de la gaussienne Ac = 0,2 eV a
été utilisée.

exp(-("324) )

N 2
e(v) = A—eln(lo)ZkakT (5)

4meceg

Na:nombre d’Avogadro
£o: permittivité diélectrique du vide
c: célérité de la lumiére dans le vide

En mécanique quantique, la force rotatoire Ry, (Equation 6) est un parameétre

représentant le signe et 'intensité d'un effet Cotton (Sreerama N et Woody R. W., 2004 ; Stephens
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P. ]. et Harada N., 2010). Elle est définie comme la partie imaginaire du produit scalaire des
moments dipolaire électrique u et dipolaire magnétique M entre I'état fondamental 0 et un état

excité k pour une transition électronique donnée de nombre d’onde V.
Ro = Im{{0|u|k) - (k|M]0)} (6)

Les spectres DCE expérimentaux sont obtenus par la différence entre les coefficients
d’extinction molaire de la lumiére polarisée a droite (eg) et a gauche (&) et ont donc pour
ordonnées Ae. Comme pour les spectres UV-visible, afin de pouvoir comparer les spectres DCE
théoriques aux spectres expérimentaux, les forces rotatoires calculées Rox sont transformées en
unité de Ae en associant a chaque force rotatoire une fonction gaussienne de méme Ac que celle
utilisée pour le calcul des spectres UV. Ainsi, 'expression de Ag au nombre d’'onde v est donnée

par 'Equation 4.

. e[ (52|

Ae(V) = oo L VorRoe — 5= (7)

Les spectres UV-visible et les spectres de DCE moyens sont obtenus par pondération selon
la statistique de Boltzmann des spectres des conformeres les plus stables en énergies (ayant un
écart inférieur a 3 kcal/mol par rapport au minimum global). Le spectre UV-visible moyen ainsi
obtenu est ensuite calibré sur le spectre UV-visible expérimental en retranchant I’écart d’énergie
entre la premiére bande d’absorption expérimentale et théorique. Le spectre de DCE moyen, est

ensuite décalé d’'une méme énergie que celle utilisée pour le spectre UV.

V.3.2 Recherches des différents conformeres

nétamine R (E19)

L’exemple de recherche des différents conformeres de la nétamine R est exposé ci-apres.
Tous les calculs ont étés réalisés sur I’énantiomere 3aS$, 5aS5, 7R, 8S. La recherche des différents
conformeres s’est faite manuellement mais de facon méthodique. Pour cela, il faut tenir compte
des conformations du noyau tricyclique insaturé 8a-8b (N2) déterminées précédemment pour

I'isomeére 3aS$, 5aS, 7R, 85 : C1, C2 et C3 (Figure 43).
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C1 C2 C3

Figure 43 : Différentes conformations du noyau tricyclique insaturé 8a-8b pour l'isomére 3aS,5aS,7R,8S.

Une fois ces trois conformations du systeme tricyclique déterminées, il faut tenir compte
des chalnes carbonées. Pour cela, pour chacune de ces trois conformations de noyaux, la chaine
propyle en C7 et la chaine éthyle en C8 ont été ajoutées. Ces trois premieres géométries ont été
optimisées, puis la position des carbones C2’, C2" et C3" a été modifiée un par un par pas de 120°
(Figure 44). Il en est de méme pour le groupement propyle, soit 9 positions attendues. Cela
représente donc 81 géométries de départ différentes a optimiser (3 cycles ; 3 positions du groupe

éthyle ; 9 pour le propyle : 3 X 3 X9 =81 attendus).

Cyclel, éthyle 1 Cycle 1, éthyle 2 Cycle 1, éthyle 3

Figure 44 : Méthode de recherche des différents conformeres.

Finalement parmi les 81 géométries de départ, 73 conformeéres ont pu étre optimisés.
C’est-a-dire qu'ils ont convergés vers un minimum d’énergie et que le calcul de leurs fréquences
de vibration ne révele pas de fréquences négatives. Il s’agit donc bien d’'un minimum sur la surface
d’énergie potentielle. 45 de ces 73 conformeres ont des énergies relatives inférieures a 3 kcal.mol-
1 dont 5 présentent une population supérieure ou égale a 5% a 298 K. Ces derniers sont
représentés dans le (Tableau XXXII). Les conformeéres V10, V12 et V17 possedent un noyau

tricyclique de type C1 alors que les conformeéres V64 et V66 possédent un noyau tricyclique de
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type C3. V10 et V64 ont les chaines latérales en position 7 et 8 aux mémes positions relatives, il en
est de méme pour V12 et V66. Contrairement aux tableaux précédents, la somme des
pourcentages ici differe de 100 % (64,7 %) car ne sont représentés que les 5 conformeéres
d’énergies plus basses. Sont également pris en compte les 40 autres conformeres ayant des
énergies relatives inférieures a 3 kcal.mol! mais représentant moins de 5% de la population.

Additionés, ces 40 conformeres représentent 35,3 % de la population globale.

Tableau XXXII : Conformeéres les plus stables de la nétamine R (E19) ayant une population = 5%

V10 V12 V17

AG (k]/mol)

Population

V64 V66
AG (KJ/mol) 0
Population 14,0%

V.3.3 Résultats

V3.3.1 Configuration absolue de la nétamine R

Les 50 transitions électroniques de plus basses énergies ont été calculées pour les 45
conformeres les plus stables (chapitre V.3.2) ainsi que leur spectre UV. Ceux des conformeéres
présentant une population relative supérieure a 5% selon Boltzmann sont représentés dans la

Figure 45. Ceux-ci peuvent étre séparés en deux groupes, ceux ayant une premiere bande
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d’absorption vers 236 nm (correspondant aux conformeres ayant une conformation de cycle C1)

et ceux ayant une premiere bande d’absorption vers 244 nm (correspondant aux conformeres

ayant une conformation de cycle C1).

Les spectres UV obtenus ont ensuite été pondérés selon la statistique de Boltzmann afin

d’obtenir un spectre UV moyen alors comparable avec le spectre expérimental. Ce spectre moyen

(Figure 46) a été décalé de -0,0436eV (-2nm sur le premier Amax du spectre théorique) afin d’étre

en accord avec le spectre expérimental (Figure 47) et pour tenir compte de la surestimation des

énergies de transition électronique singulet calculées par la méthode ®B97XD.

Longueur d'onde A (nm)

Spectres UV-visible des conforméres de la nétamine R
ayant une population 2 a 5%
—V10 —_—V12 —_—V17 V64 — V66
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Figure 45 : Spectres UV théoriques des conforméres les plus stables de la nétamine R (E19).
Spectre UV théorique de la nétamine R
8000 pondéré selon Boltzmann et décalé de -0,0436eV
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Figure 46 : Spectre UV théorique de la nétamine R (E19) pondéré selon Boltzmann et décalé de -0,0436 eV.
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Figure 47 : Spectre UV expérimental de la nétamine R (E19).

De la méme maniere, les spectres théoriques de DCE des 45 conformeres de 'isomere 3aS,
5a$, 7R, 8S ont été calculés, ceux des conformeres présentant une population relative supérieure
a 5% selon Boltzmann sont représentés dans la Figure 48. Comme les spectres UV, ceux-ci
peuvent étre regroupés en deux catégories, les conformeres ayant un premier maxima vers 236
nm (correspondant aux conformeres ayant une conformation de cycle C1) et ceux ayant un
premier maxima vers 244 nm (correspondant aux conformeéres ayant une conformation de cycle
C3). Malgré ce regroupement, il est a noter que tous les spectres présentent uniquement deux

maxima et aucun minimum.

Ces spectres ont été pondérés selon Boltzmann et décalés selon I'énergie déterminée avec
le spectre UV expérimental soit -0,0436 eV, le spectre résultant (celui de I'isomére 3aS$, 5aS, 7R,
85), celui de I'énantiomere (3aR, 5aR, 7S, 8R) ainsi que le spectre expérimental de la nétamine R

sont représentés dans la Figure 49.

Le spectre expérimental présente un maximum d’absorption a 237,5 nm et un épaulement
approximativement vers 255 nm. Les pics des conformeres de type c1 étant tous 1égerement plus
intense que ceux des conformeres de type c3 ; le pica 237,5 nm du spectre expérimental pourrait

étre lié aux conformeres type C1 et 1'épaulement vers 255 nm aux conformeres de type C3.
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Spectres théoriques de DCE décalés de -0,0436eV des conformeres de la
nétamine R ayant une population 2 a 5%
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Figure 48 : Spectres de DCE des conformeéres les plus stables de I'énantiomeére 3aS,5aS,7R,8S de la nétamine R (E19).

Spectres théoriques de DCE décalés de -0,0436eV et pondérés selon Boltzmann
et spectre expérimental de DCE de la nétamine R
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Figure 49 : Spectres théoriques et expérimental de DCE des énantioméres de la nétamine R (E19).

Tableau XXXIII : Effets Cotton expérimentaux et calculés de la nétamine R (E19).

Expérimentaux Calculés (3aS, 5aS, 7R, 85) Calculés (3aR, 5aR, 7S, 8R)
215,2 + 204,4 + 204,4 -
237,7 + 235,8 + 235,8 -

A(nm) ; +=EC positif, - = négatif
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Le Tableau XXXIII regroupe les différents effets Cotton (EC) calculés pour I'énantiomeére
3aS$, 5a85, 7R, 8S et I'énantiomere 3aR, 5aR, 7S, 8R ainsi que ceux du spectre expérimental. Il existe
un bon accord théorie-expérience pour la longueur d’onde de I'effet Cotton le plus intense (235,8
+) ; de méme, si I'on compare les longueurs d’'ondes du deuxiéme EC (204,4 + calculé et 215,2 +
expérimental), I'écart est plus important, mais la courbe présente tout de méme des Ae positifs en
accord avec I'expérience. La comparaison des spectres théoriques de DCE des deux énantiomeéres
avec le spectre expérimental de la nétamine R nous permet ainsi d’en déduire sa configuration

absolue. Cette molécule posséde donc une configuration 3aS$, 5aS, 7R, 8S.

Afin de mieux comprendre I'allure des spectres en fonction de la structure de la molécule,
il est intéressant de noter quelles sont les transitions électroniques majoritairement impliquées
dans la plage étudiées, c’est-a-dire 200-400 nm. Sur cette plage, pour le conformeére le plus stable
de la nétamine R (Figure 50), les bandes d’absorptions du spectre UV théorique correspondent
chacune a une seule transition électronique m—m* localisée sur la guanidine et la double liaison
8a-8b (Figure 51). Sur la plage 200-400 nm, une variation de la conformation du systéme
tricyclique a donc plus d’'impact sur les spectres UV et DCE qu’une variation des chaines carbonées
en C7 et C8. Cela concorde donc avec les regroupements de population effectués pour les spectres

UV et de DCE calculés.

Spectre UV théorique et orbitale moléculaires impliquées dans les transitions
électroniques du conformeres le plus stable de la nétamine R
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Figure 50 : Spectre UV théorique et transitions électroniques du conformeére le plus stable de la nétamine R (E19).
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68 (HOMO) : -0,29743 ua 69 (LUMO) : 0,048980 ua

70 (BV+1) : 0,05706 ua

Figure 51 : Orbitales moléculaires principalment impliquée dans le spectre UV du conforméres le plus stable de la nétamine
R (E19).

V.3.3.2 Configuration absolue de la nétamine P

nétamine P (E17)

Tous les calculs ont étés réalisés sur I’énantiomere 3aS, 5aS, 7R, 8S. En utilisant la méthode
précédemment décrite pour la recherche de conformeére, c’est-a-dire en tenant compte des 3
conformations de cycles du modeéle N2 ainsi que les différentes conformations possibles des deux
chaines latérales en C7 et en C8, cela représente 754 conformeéres a optimiser. Finalement parmi
ces 754 géométries de départ, 573 conformeéres ont pu étre optimisés. C'est-a-dire qu’ils ont
convergé vers un minimum d’énergie et que le calcul de leurs fréquences de vibration ne révele
pas de fréquences négatives. Il s’agit donc bien d’'un minimum sur la surface d’énergie potentielle.
229 de ces 573 conformeéres ont des énergies relatives inférieures a 3 kcal.mol-! dont 8 présentent
une population supérieure ou égale a 2% a 298 K avec un conformeére majoritaire ayant une
population de 7,78%. Parmi ces 8 conformeres, 4 ont une conformation de cycle type C1 et 4

autres une conformation de cycle type C3 (Tableau XXXIV).
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Tableau XXXIV : Conformeéres les plus stables de la nétamine P (E17) ayant une population = 5%

C1.v24_1 C1.v243 C1.v28_1

AG (kJ/mol) 2,520 3,195 0,000
Population 2,82% 2,14% 7,78%
C1.vV29_1 C3_.v19 4 C3_V19.5

AG (kJ/mol) 3,076 1,607 2,279
Population 2,25% 4,07% 3,10%
C3_V31.4 C3_V31.4

AG (kJ/mol)

Population

Les 50 transitions électroniques de plus basses énergies ont été calculées pour les 229
conformeres les plus stables ainsi que leur spectre UV. Ceux des conformeres présentant une
population relative supérieure a 2% selon Boltzmann sont représentés dans la Figure 52, il est a
noter que la superposition des 8 spectres des conformeres ayant une population de Boltzmann
supérieure a 2% indique que la position de la premiere bande d’absorption est liée a la

conformation du noyau tricyclique : 235-237 nm si celui-ci a une conformation type c1 et 244-247
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nm si celui-ci a une conformation type c3. Les 229 spectres UV obtenus ont ensuite été pondérés
selon la statistique de Boltzmann afin d’obtenir un spectre UV moyen (Figure 53) alors
comparable avec le spectre expérimental (Figure 54). Ce spectre moyen a été décalé de 0,119 eV
(5,4 nm sur le premier Amax du spectre théorique) afin d’étre en accord avec 'expérience et pour
tenir compte de la surestimation des énergies de transition électronique singulet calculées par la

méthode ®B97XD.

Le spectre expérimental présente un maximum d’absorption vers 235 nm et un
épaulement approximativement vers 250 nm. Les pics des conforméres de type c1 étant tous
légérement plus intenses que ceux des conformeres de type c3; le pic a 235 nm du spectre
expérimental pourrait étre lié aux conformeéres type cl et l‘épaulement vers 250 nm aux

conformeres de type c3.

Spectre UV-visible des conformeéres de la nétamine P (E17)
ayant une population 2 a 2%
cl v24 1 cl v24 3 cl v28 1 cl v29 1
c3 vl 4 c3 vl9 5 —c3 v31 4 c3 v31l 6
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Figure 52 : Spectres UV théoriques des conforméres les plus stables de la nétamine P (E17).
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Spectre UV-visible théorique de la nétamine P (E17)
pondéré selon Boltzmann et décalé de 0,119 eV
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Figure 53 : Spectre UV théorique de la nétamine P (E17) pondéré selon Boltzmann et décalé de 0,119 eV.
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Figure 54 : Spectre UV expérimental de la nétamine P (E17).

De la méme maniére, les spectres théoriques de DCE des 229 conformeres de 'isomeére
3aS,5a5,7R,8S ont été calculés, ceux des 8 conformeéres présentant une population relative
supérieure a 2% selon Boltzmann sont représentés dans la Figure 55. Comme les spectres UV, les
spectres de DCE varient essentiellement en fonction du type de conformation c1 ou ¢3 du noyau
tricyclique. Les conformeéres ayant un noyau de type c1 présentent un maximum vers 230 nm et
les conformeres ayant un noyau de type c3 présentent un maximum (moins intense) vers 240 nm.

Les 229 spectres ont été pondérés selon Boltzmann et décalés selon I'énergie déterminée avec le
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spectre UV soit 0,119 eV, le spectre résultant (celui de I'isomére 3aS, 5aS, 7R, 85), celui de

I'énantiomeére (3aR, 5aR, 7S, 8R) ainsi que le spectre expérimental de la nétamine P sont

représentés dans la Figure 56.

Spectres théoriques de DCE décalés de 0,119 eV des conforméres (population > a
2%) de I'énantiomere 3a$,5a$,7R,8S de la nétamine P (E17)
cl_v24 1 c1_v24 3 c1_v28_1 c1_v29_1
c3_v19_4 c3_v19_5 c3_v31_4 c3_v31_6
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Figure 55 : Spectres de DCE des conforméres les plus stables de l'énantiomere 3aS,5aS,7R,8S de la nétamine P (E17).

Spectres théoriques de DCE décalés de 0,119 eV et pondérés selon Boltzmann et
spectre expérimental de DCE de la nétamine P
spectre expérimental 3as,5aS,7R,8S = = =3aR,5aR,7S,8R
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Figure 56 : Spectres théoriques et expérimental de DCE des énantioméres de la nétamine P (E17).
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Tableau XXXV : Effets Cotton expérimentaux et calculés de la nétamine P (E17).

Expérimentaux Calculés (3aS$, 5aS$, 7R, 85) Calculés (3aR, 5aR, 7S, 8R)
204,5 + 196,7 + 196,7 -
243,22 + 2329+ 232,9 -

A(nm) ; +=EC positif, - = négatif

Le Tableau XXXV regroupe les différents effets Cotton (EC) calculés pour I’énantiomere
3aS$, 5a$, 7R, 8S et 'énantiomere 3aR, 5aR, 7S, 8R ainsi que ceux du spectre expérimental. Les effets
Cotton calculés pour I'énantiomere 3aS$, 5a$, 7R, 8S peuvent étre comparés a ceux du spectre
expérimental. En effet, cet énantiomeére, comme la nétamine P, présente deux maxima positifs. En
revanche, les longueurs d’ondes de ces EC semblent sous estimées (232,9 théorique pour 243,2
expérimentale et 196,7 théorique pour 204,5 expérimental). Cela peut étre dii a une sous-

estimation du pourcentage de conformeres de type C3 dans la population de Boltzmann ; ceux-ci

ayant tous un premier EC vers 240 nm.

La comparaison des spectres théoriques de DCE des deux énantiomeéres avec le spectre
expérimental de la nétamine P nous permet d’en déduire sa configuration absolue. Cette molécule

posseéde donc une configuration 3aS, 5aS, 7R, 8S.

Afin de mieux comprendre I'allure des spectres en fonction de la structure de la molécule,
il est intéressant de noter quelles sont les transitions électroniques majoritairement impliquées
dans la plage étudiée, c’est-a-dire 200-400 nm. Sur cette plage, pour le conformére le plus stable
de la nétamine P (Figure 57), les bandes d’absorptions du spectre UV théorique correspondent
chacune a une seule transition électronique m—m* localisée sur la guanidine et la double liaison
8a-8b (Figure 58). Sur la plage 200-400 nm, une variation de la conformation du systeme
tricyclique a donc plus d’'impact sur les spectres UV et DCE qu’une variation des chaines carbonées
en C7 et C8. Cela concorde donc avec les regroupements de population effectués pour les spectres

UV et de DCE calculés.
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Spectre UV théorique et orbitale moléculaires impliquées dans les transitions
électroniques du conformeres le plus stable de la nétamine P
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Figure 57 : Spectre UV théorique et transitions électroniques du conformére le plus stable de la nétamine P (E17).
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Figure 58: Orbitales moléculaires principalment impliquée dans le spectre UV du conforméres le plus stable de la nétamine

P (E17).
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V.3.3.3 Configuration absolue de la nétamine G

nétamine G (E8)

En utilisant la méthode précédemment décrite pour la recherche de conformere, c’est-a-
dire en tenant compte des 2 conformations de cycles du modele N1 ainsi que les différentes
conformations possible des chalnes propyle en C7 et butyle en C8, cela représente 486
conformeres a optimiser. L’influence de ces chaines carbonées uniquement constituées de liaisons
o étant considérée comme négligeable dans la bande d’absorption étudiée (400 - 200 nm), comme
nous avons pu le montrer pour la nétamine R (E19), celles-ci ont été remplacées par des
groupements méthyles afin de simplifier les calculs. Deux conforméres ont donc été trouvés et
optimisés. C’est-a-dire qu’ils ont convergés vers un minimum d’énergie et que le calcul de leurs
fréquences de vibration ne révéle pas de fréquences négatives. Il s’agit donc bien d’'un minimum

sur la surface d’énergie potentielle.

Les 50 transitions électroniques de plus basses énergies ont été calculées pour ces 2
conformeres ainsi que leur spectre UV (Figure 59). Ces spectres sont a comparer avec ceux des
différents conformeéres de la nétamine J (E11) calculés par Gros E. et disponible dans sa these ; En
effet, les nétamines G (E8) et ] (E11) possede la méme configuration relative et different
uniquement au niveau de la chaine latérale en C8 (chaine butyle pour la nétamine G et éthyle pour
la nétamine ]). Comme les conformeéres de la nétamine J, les spectres de DCE calculés présentent
une premiere bande d’absorption vers 265 nm, une seconde vers 215 nm et une troisiéme vers
180 nm. La simplification des chaines latérales de la nétamine G ne semble donc pas influer sur
les spectres calculés. Les spectres UV obtenus ont ensuite été pondérés selon la statistique de
Boltzmann afin d’obtenir un spectre UV moyen (Figure 60) alors comparable avec le spectre
expérimental (Figure 61). Ce spectre moyen a été décalé de -0,5560eV (-35,8 nm sur le premier
Amax du spectre théorique) afin d’étre en accord avec 'expérience et de pour tenir compte de la
surestimation des énergies de transition électronique singulet calculées par la méthode ®B97XD.
Le spectre ainsi obtenu présente trois bandes d’absorption sur la plage 190 - 400 nm, a savoir
301,0 nm, 238,7 nm et 194,7 nm. Ces valeurs sont comparables a celles du spectre expérimental
(301,0 nm, 234,0 nm et 202,0 nm) ainsi que celles de spectre théorique de la nétamine ] calculé

par Gros E. (303 nm, 239 nm, 197 nm).
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Spectre UV-visible des conformeéres de la nétamine G (E8)
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Figure 59 : Spectres UV théoriques des conformeéres de la nétamine G (E8).
Spectre UV-visible théorique de la nétamine G (E8)
pondéré selon Boltzmann et décalé de -0,556 eV
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Figure 60 : Spectre UV théorique de la nétamine G (E8) pondéré selon Boltzmann et décalé de -0,556 eV.
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Figure 61 : Spectre UV expérimental de la nétamine G (E8).

Les spectres théoriques de DCE des 2 conformeéres de I'isomere 5aS,7R,8S ont été calculés

(Figure 62). Ceux-ci ont globalement la méme allure. Ils présentent tous les deux un maximum

vers 300 nm, un minimum vers 280 nm, un minimum vers 230 - 235 nm et un maximum vers 215

nm. En revanche, le conformeére V1 présente un maximum vers 245 nm, ce que n’est pas le cas

pour le conformere V2. Les 2 spectres ont été pondérés selon Boltzmann et décalés selon I'énergie

déterminée avec le spectre UV soit -0,556 €V, le spectre résultant (celui de 'isomere 5aS$, 7R, 85),

celui de I'énantiomeére (5aR, 7S, 8R) ainsi que le spectre expérimental de la nétamine G sont

représentés dans la Figure 63.

25

Spectres théoriques de DCE décalés de -0,556 eV des conformeéres de
I'énantiomére 5a$,7R,8R de la nétamine G (E8)
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Figure 62 : Spectres de DCE des conforméres de l'énantiomeére 5aS,7R,8R de la nétamine G (E8).
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Spectres théoriques de DCE décalés de - 0,556 eV et pondérés selon Boltzmann
et spectre expérimental de DCE de la nétamine G
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Figure 63 : Spectres théoriques et expérimental de DCE des énantioméres de la nétamine G (E8).
Tableau XXXVI : Effets Cotton expérimentaux et calculés de la nétamine G (E8).
Expérimentaux Calculés (5aS$, 7R, 8S) Calculés (5aR, 7S, 8R)
203,5 + 213,7 + 213,7 -
225,3 - 231,5- 231,5 +
243,7 + 245,8 + 245,8 -
265,6 - 282,3 - 282,3 +
297,6 + 304,2 + 304,2 -
A(nm) ; +=EC positif, - = négatif

Le Tableau XXXVI regroupe les différents effets Cotton (EC) calculés pour I'énantiomere

5a$, 7R, 8S et I'’énantiomeére 5aR, 7S, 8R ainsi que ceux du spectre expérimental. Il existe une tres

bonne corrélation entre les effets Cotton calculés pour I'énantiomere 5aS$, 7R, 8S et ceux du spectre

expérimental. En revanche, les longueurs d’ondes de ces EC calculés semblent surestimées. Celles-

ci sont toutes supérieures aux longueurs d’ondes des EC équivalents sur le spectre expérimental

(de 2217 nm). Le décalage de -0,556 eV lors de la calibration du spectre UV théorique par rapport

au spectre expérimental est donc trop grand.

La comparaison des spectres théoriques de DCE des deux énantiomeéres avec le spectre

expérimental de la nétamine G nous permet d’en déduire sa configuration absolue. Cette molécule

possede donc une configuration 5aS$, 7R, 8S.
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V.4 Discussion

L’étude, par modélisation moléculaire, des molécules isolées de I'éponge Biemna laboutei

par Gros E. et al., (2014 ; 2015) avait deux objectifs :

- Etayer la configuration relative déterminée par RMN grace a la probabilité DP4+.
- Déterminer la configuration absolue des molécules dont le spectre de DCE
expérimental est disponible et dont la configuration relative a été déterminée par la

probabilité DP4+.

Finalement, la probabilité DP4+ a été effectuée sur 9 molécules, les molécules ayant un
noyau pyrimidinique (mirabiline A, et nétamines G et H) ainsi que les molécules ayant une
insaturation 8a - 8b (nétamine E, O, P, Q, R et S). Pour la mirabiline A et les nétamines E, G, H,
P, R et S, la probabilité DP4+ est en accord avec la configuration relative déterminée par RMN
alors que pour les nétamines O et Q, les probabilités DP4+ effectuées sur les déplacements 13C et
sur les déplacements 'H ne convergent pas vers le méme isomere. De plus, si 'on s’intéresse
uniquement a la probabilité DP4+ globale, la configuration relative déterminée pour la nétamine
0 est 3aS$, 5aR, 75, 8S, (93,95 %) alors que la configuration relative déterminée par RMN est 3aS,
5aS8, 7R, 8R et la configuration relative déterminée pour la nétamine Q est 3aS, 5aR, 75, 8R, (35,18
%) alors que la configuration relative déterminée par RMN est 3aS, 5aS$, 75, 85 (Gros E. et al., 2015).
Sur les 9 molécules initiales, la configuration relative de 7 d’entre elles a été étayée par
modélisation moléculaire et parmi ces 7 molécules, 3 ont fait 'objet d’'une étude approfondie par

chimie théorique afin de déterminer leur configuration absolue, les nétamines G, P et R.

La modélisation des spectres théoriques UV puis de DCE a permis de déterminer la
configuration absolue de ces trois molécules en les comparants avec les spectres de DCE
expérimentaux. La configuration absolue de la nétamine G est 5aS, 7R, 8S et la configuration

absolue des nétamine P et R est 3aS, 5aS, 7R, 8S.

La comparaison entre les spectres UV expérimentaux et les spectres théoriques de la
nétamine P et R peut soulever certaines questions. Les spectres expérimentaux présentent une
bande d’absorption tres peu intense vers 300-320 nm, alors que la transition de plus basse énergie
(de plus grande longueur d’onde) de chaque conformere, pour les deux nétamines est inférieure
a 248 nm. Ces calculs ne permettent donc pas d’expliquer la présence de cette bande
expérimentale de faible intensité vers 300-320 nm. Cela peut étre dii a une dégradation des
molécules; en effet, les nétamines ayant un noyau pyrimidinique présentent une bande
d’absorption UV vers 300-310 nm et, de plus une analyse HRMS de la nétamine Q (E18), molécule
ayant le méme noyau que les nétamines P et R (cycle guanidinique insaturé 8a-8b), a montré que

celle-ci se dégrade en une molécule de masse m/z 300,2434 correspondant a la formule brute
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C19H30N3 (masse calculée, m/z 300,2440). Cette molécule, issue de la dégradation de la nétamine
Q, possede 2 hydrogenes de moins que la nétamine Q, cette perte concorde avec une

déshydrogénation du cycle guanidinique pour donner un cycle pyrimidinique (Figure 64).

NH, NH,
HN/‘%NH+ N/KN ¥
H -2H \ i
H A NG
i /i : : —~ N
AR A A

Figure 64 : Déshydrogénation de la nétamine Q (E18).

Si cette bande d’absorption vers 300-320 nm est trés peu intense sur les spectres
expérimentaux des nétamines P et R, elle est en revanche tres clairement visible sur le spectre
de la nétamine O (Amax = 302 nm) et celui de la nétamine Q (Amax = 305 nm) (Figure 65) ; cela
concorderait donc avec la dégradation décrite dans la Figure 64 pour la nétamine Q. De plus, ces
deux molécules sont celles dont le calcul de la probabilité DP4+ divergeait avec la configuration
relative déterminée par RMN par Gros E. et al,, (2015). Par conséquent, aucune caractérisation

structurale ne peut étre effectuée sur ces molécules a partir de ces spectres.

Les spectres expérimentaux des nétamines E et S ne présentent pas cette bande
d’absorption, celles-ci n’ont, semble-t-il, pas subit de dégradation et leur configuration absolue
peut donc étre étudiée par modélisation moléculaire. De méme, la mirabiline A et la nétamine
H, qui possedent déja un noyau pyrimidinique, ne sont pas soumis a ce phénomene de

dégradation. Leur configuration absolue peut donc étre étudiée.

1.2
20300, 1.707 Nétamine E T 2000, 1089 Nétamine S
I 1.0
159 |
0.84
2 1.09 2 0.6
< <
0.44
T 200,084
0.54 N < 248.00, 0.296
: 0.2 N
N .
— 0.0 T S
0.04 B —
T T T 1
T T T 1 200 250 300 350 400
200 250 300 350 400 Wavelength (nm)

Wavelength (nm)

Figure 65 : Spectres UV expérimentaux des nétamines E, O, Q et S.
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Figure 65 : Spectres UV expérimentaux des nétamines E, O, Q et S (suite).
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Conclusion générale et Perspectives

Ces travaux de these s’incrivent dans le cadre du projet BIOMOL-TCN et font suite a une
collaboration établie entre différents laboratoires (le Laboratoire de Chimie des Substances
Naturelles et des Sciences des Aliments de 'Université de La Réunion, I'Institut de Chimie des
Substances Naturelles de Gif-sur-Yvette, le Laboratoire de Pharmacognosie - Institut de
Pharmacie de I'Université de Liege, le Laboratoire de Virologie et Chimiothérapie de I'Université
Catholique de Louvain et le Laboratoire de Phytochimie et Pharmacologie de 'Ecole de Pharmacie
de Geneve - Lausanne). L’objectif premier de cette collaboration était la découverte de molécules
d’origine marine, a haute valeur ajoutée dans le domaine de la santé (molécules a activité

anticancéreuse, antipaludique, antivirale et antioxydante).

La premiére partie de ces travaux a été consacrée a la réalisation d’un criblage chimique
et d’un criblage biologique sur 60 échantillons d’invertébrés marins issus de la zone Sud-Ouest de
I'Océan Indien (Madagascar). Une corrélation entre les données obtenues par ces deux criblages

et les données bibliographiques a montré que parmi les 60 échantillons testés :

- 33 sont dépourvus d’intérét chimique et d’activité biologique.

- 3 présentent uniquement un intérét chimique.

- 2 présentent a la fois un intérét chimique et bibliographique.

- 8 présentent uniquement un intérét pour leurs activités biologiques mais aucun
intérét chimique et bibliographique.

- 9 présententa la fois un intérét pour leurs activités biologiques et un intérét chimique
mais aucun intérét bibliographique.

- 5 présentent a la fois un intérét pour leurs activités biologiques, un intérét chimique

et un intérét bibliographique.
Cette étape a permis de sélectionner 3 éponges afin de réaliser leur étude chimique :

- Monanchora unguiculata, sélectionnée pour son profil chimique, sa cytotoxicité sur
cellules KB et son activité antipaludique.

- Amphimedon sp., sélectionnée pour son profil chimique et sa cytotoxicité sur cellules
KB.

- Aulospongus gardineri, sélectionée pour son profil chimique et I'absence de données

dans la littérature.
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La deuxiéme partie, consacrée al’étude chimique de I'éponge Monanchora unguiculata,

a conduit a I'isolement de neuf alcaloides guanidiniques :

- lacrambescidine 359 (M62)

- la crambescidine 800 (M59)

- lafromiamycaline (M61)

- l'acide crambescidique (M67)

- l'unguiculine A (MUS5)

- laptilomycaline E (MU6)

- laptilomycaline F (MU7)

- le mélange ptilomycaline G et ptilomycaline H (MU8 + MU9)

Parmi ceux-ci, ont été caractérisés, quatre alcaloides guanidiniques pentacycliques connus
(M59, M61, M62 et M67), déja isolés d’éponges appartenant au genre Monanchora et cinq
molécules de structures nouvelles, dont un alcaloide guanidinique linéaire (MUS5) et quatre
alcaloides guanidiniques pentacycliques (MU6, MU7, MU8 et MU9). Les alcaloides M59, M61,
M62,M67, MU6, MU7, MU8 et MU9 sont des dérivés de la ptilomycaline A, isolé pour la premiere
fois en 1992 de deux éponges, l'une appartenant au genre Ptilocaulis et 'autre appartenant au
genre Hemimycale. A ce jour, 34 analogues de la ptilomycaline A ont été isolés d’'invertébrés
marins et 33 d’entre eux, ont été isolés d’éponges appartenannt a la famille des Crambeidae. Ces
molécules peuvent donc étre considérées comme marqueurs chimiotaxonomiques de cette

famille.
Certains des métabolites isolés présentent des activités biologiques intéréssantes :
» Une activité cytotoxique.

Avec des Clsp inférieures a 1 pg/mL, la fromiamycaline (M61), la ptilomycaline E (MU6)
ainsi que le mélange des ptilomycalines G (MU8) et H (MU9) présentent une cytotoxicité élevée

sur cellules KB. Ces molécules peuvent étre considérées comme agents anticancéreux potentiels.
» Une activité antipaludique.

Avec des Clsp inférieures a 0,2 pg/mlL, la fromiamycaline (M61) et la ptilomycaline F
(MU7) sont les deux molécules isolées présentant la meilleure activité antipaludique. Au regard
de cette excellente activité, I'index de sélectivité de ces molécules vis-a-vis de cette activité a été
évalué. Si la fromiamycaline montre un index de sélectivité moyen (IS 4,9), la ptilomycaline F en
revanche présente un bon index de sélectivité (IS 7,0). Cette dernieére peut donc étre considérée

comme un agent antipaludique potentiel.
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La troisiéme partie, consacrée a I'étude chimique de 1'éponge Amphimedon sp., a

conduit a I'isolement de trois métabolites secondaires :

- l'acide 3,5-dibromo-4-méthoxybenzoique (AS1)
- l'acide amphimédonoique (AS2)
- le psammaplysene E (AS3)

L'acide 3,5-dibromo-4-méthoxybenzoique (AS1) est un composé phénolique polybromé
connu. L’acide amphimédonoique (AS2) et le psammaplysene E (AS3), de structures nouvelles,
sont des dérivés de la bromotyrosine. Ces trois composés sont atypiques d'une éponge
appartenant au genre Amphimedon, les composés phénoliques polybromés étant plus
communément retrouvés chez des cyanobactéries et les dérivés de la bromotyrosine chez les
éponges appartenant a I'ordre des Verongida. L’hypothése, la plus probable, serait une symbiose
entre I'éponge Amphimedon sp. et une cyanobactérie. La cytotoxicité sur cellules KB de ces trois

composés a été testée. Ces derniers ont montré une cytotoxicité modérée.

La quatriéme partie, consacrée a I'étude chimique de I'éponge Aulospongus gardineri,

a conduit a I'isolement de trois métabolites secondaires :

- la N,N-lauroyldiéthanolamine (AG1)
- la N-lauroyléthanolamine (AG2)
- le (2)-3-((7-hydroxyoctadéca-1-én-3,5-diyn-1-yl)oxy)propane-1,2-diol (AG3)

La N,N-lauroyldiéthanolamine (AG1), molécule déja isolée d’'une bactérie marine, et la N-
lauroyléthanolamine (AG2), qui n’a, jusqu’alors, jamais été isolé de milieux naturels, font partie
du groupe des N-acyléthanolamines, qui est un groupe de lipides présents dans les membranes
cellulaires de cellules animales et végétales. Le (Z)-3-((7-hydroxyoctadéca-1-én-3,5-diyn-1-
yl)oxy)propane-1,2-diol (AG3) est un polyyne de structure nouvelle. Les polyynes et plus
généralement les polyacétylénes sont des molécules couramment retrouvées chez les éponges et
sont considérées comme des constituants membranaires des éponges. Ces trois molécules
semblent donc provenir des membranes cellulaires de I'éponge Aulospongus gardineri. AG1 et
AG2 étant des molécules facilement accessibles de maniere synthétique et AG3 se dégradant

rapidement, ces molécules n’ont pas été soumises a des tests d’activités biologiques.

La génération d’'un réseau moléculaire a, en revanche, permis de mettre en évidence la
présence de 7 autres polyacétylénes (AG4 - AG10) proches du (Z)-3-((7-hydroxyoctadéca-1-én-
3,5-diyn-1-yl)oxy)propane-1,2-diol (AG3). L'extrait brut de 1'éponge Aulospongus gardineri

semble donc étre majoritairement composé de constituants membranaires des cellules de

183



Conclusion générale et Perspectives

I'éponge, a savoir des polyynes et des N-acyléthanolamines. L'extrait de cette éponge est par
conséquent assez pauvre en métabolites secondaires, ce qui peut expliquer I'absence de
publication sur le genre Aulospongus et 'absence d’activités biologiques associées aux éponges de

ce genre.

La cinquiéme partie, consacrée a I’étude, par chimie théorique, de métabolites isolés de
I'éponge Biemna laboutei, a permis de valider les configurations relatives de sept alcaloides
guanidiniques et de déterminer les configurations absolues de trois d’entre eux, les nétamines G

(E8), P (E17) et R (E19).

La probabilité DP4+, méthode statistique basée sur la comparaison des déplacements
chimiques théoriques calculés pour différents diastéréoisomeres avec les déplacements
chimiques expérimentausx, effectuée sur 9 molécules, la mirabiline A (E3) et les nétamines E (E7),
G (E8), H (E9), O (E16), P (E17), Q (E18), R (E19) et S (E20), a permis de confirmer les
configurations relatives déterminées par RMN de 7 molécules, la mirabiline A et les nétamines E,
G, H, P,R et S. Trois d’entre elles ont fait 'objet d’'une étude approfondie par chimie théorique afin

de déterminer leur configuration absolue, les nétamines G, P et R.

La modélisation des spectres théoriques UV puis de DCE, prenant en compte I'effet du
solvant (méthode SMD) dans le cadre d’'une méthode de fonctionnelle de la densité récente
(wB97XD), a permis de déterminer la configuration absolue de ces trois molécules. Une
calibration des spectres UV théoriques par rapport aux spectres UV expérimentaux afin de
supprimer l'erreur produite par ®B97XD dans le calcul des énergies de transitions électroniques
a été effectuée. Cette calibration, reportée sur les spectres de DCE théoriques, a permis une
comparaison de ces derniers avec les spectres de DCE expérimentaux permettant ainsi de
déterminer la configuration absolue de la nétamine G (5aS, 7R, 85) et la configuration absolue des

nétamine P et R (3aS, 5aS, 7R, 85).

Les résultats obtenus a partir de ces travaux de these permettent d’envisager différentes
poursuites d’études, que ce soit dans la caractérisation de molécules ou la valorisation de

molécules isolées :

» L’étude chimique d’autres invertébrés marins présentant un intérét suite aux

criblages réalisés

Par manque de temps, certains extraits bruts n’ont pas pu étre exploités. Les extraits bruts

d’Acanthella cavernosa (TCN-M107), Lemnalia madagascariensis (TCN-M177), et Stylissa carteri
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(TCN-M145) se sont révélés particulierement remarquables lors des criblages chimiques et

biologiques. Il serait donc intéressant de mener une étude chimique complete sur ces organismes.
» L’élucidation structurale des métabolites isolés de Biemna laboutei

La configuration absolue de certaines molécules isolées de Biemna laboutei n’a pas encore
été déterminée. Au regard des spectres de DCE expérimentaux disponibles, les calculs de
modélisation moléculaire appliqués aux nétamines G, P et R pourraient également étre appliqués

a la mirabiline A ainsi qu’aux nétamines E et S afin de déterminer leur configuration absolue.
» Lavalorisation des molécules bioactives isolées

Certaines molécules isolées de 'éponge Monanchora unguiculata ont révelé des activités
biologiques in vitro prometteuses. Il conviendrait a présent de mener des investigations
approfondies sur les molécules les plus actives : la ptilomycaline F pour son activité antipaludique

et les ptilomycalines E, G et H pour leur cytotoxicité sur cellules KB.
» Le fractionnement guidé par masse de Monanchora unguiculata

Laréalisation d'un réseau moléculaire a partir de I'extrait brut de Monanchora unguiculata
a permis de mettre en évidence la présence d’autres dérivés de la ptilomycaline A, de structures
nouvelles, qui pourraient également présenter un intérét biologique. Il serait alors judicieux de

mener un isolement guidé par masse afin de purifier ces molécules a partir de I'extrait brut.

» La compréhension de [Il'origine biosynthétique des molécules isolées

d’Amphimedon sp.

La composition chimique de I'éponge Amphimedon sp. est inhabituelle car elle est
particulierement riche en molécules polybromés. Il serait donc intéressant de comprendre
l'origine biosynthétique de ces molécules. A savoir si celles-ci sont produites par I'éponge, par un

microogarnisme associé, ou alors si elles sont le fruit d'une symbiose entre ces deux organismes.
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I. Procédures générales
I.1 Les solvants et les réactifs

I.1.1 Les solvants

Les extractions et les premiers fractionnements sur CLMP, ont été réalisés au moyen de
solvants (Fischer Scientific et Acros Organics) a 99% de pureté. Des solvants de qualité CLHP ou
100% de pureté (SDS) ont été utilisés pour les séparations et analyses par CLHP. Pour les premiers

fractionnements ainsi que ceux par CLHP, de I'eau milliQ a été utilisée.

1.1.2 Les réactifs

e Acide acétique (pour CLHP) : Sigma Aldrich

e Acide TriFluoroAcétique (TFA) (pour CLHP) : Fisher Scientific
e Acide acétique glacial : Fisher Scientific

e Acide formique : Sigma Aldrich

e Acide sulfurique concentré : Fisher Scientific

e Acide tartrique : Acros Organics

e Aldéhyde anisique : Acros Organics

e Cholestérol : Janssen Chimica

e lodure de potassium : Sigma Aldrich

1.2 Les techniques chromatographiques

1.2.1 Chromatographie sur couche Mince (CCM)

Des plaques de gel de silice (S160-F2s4, Merck) de 0,2 mm d’épaisseur ont été utilisées pour
effectuer les CCM analytiques. Différents mélanges d’éluant ont été utilisés pour la migration des

plaques CCM :

e Isohexane/AcOEt 20:80 (v/v)
e [sohexane/AcOEt 80:20 (v/v)
e DCM/MeOH 90:10 (v/v)

e DCM/MeOH 95:5 (v/v)
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Les plaques ont, dans un premier temps, été révélées sous UV (A= 254 et 365 nm), puis par
pulvérisation de deux réactifs différents : anisaldéhyde et Dragendorff, préparés selon les modes

opératoires suivants (Tableau XXXVII).

Tableau XXXVII : Révélateurs utilisés pour les CCM.

Réactifs Préparation/Application Substances Détectées
Anisaldéhyde Mélanger dans'ordre 0,5 mL d’aldéhyde anisique Réactif polyvalent
avec 10 mL d’acide acétique (CH3COOH) glacial, 85
mL de méthanol et 5 mL d’acide sulfurique
(H2S04) conc. Pulvériser, puis révéler en chauffant.
Dragendorff  Solution A :Dissoudre 0,85 g de nitrate basique de  Alcaloides
bismuth, 10 g d’acide tartrique dans 40 mL d’eau.
Solution B : Dissoudre 16 g d'iodure de potassium
(KI) dans 40 mL d’eau.
Aumoment de'emploi, mélanger 5 mL de solution
A + 5 mL de solution B + 100 mL d’eau + 20 g
d’acide tartrique. Révéler par pulvérisation (Vis :
orange)

1.2.2 Chromatographie Liquide a Moyenne Pression (CLMP)

Les séparations par CLMP ont été effectuées au moyen d’un systeme Sepacore® (Buchi)
muni de deux modules de pompes C-605, d'un programmateur de pompe C-615 et d'un collecteur
de fractions C-660. Les colonnes utilisées (460 X 36 mm ; 460 X 26 mm et 230 X 15 mm) ont été

remplies avec un gel de silice : Macherey-Nagel MN Kieselgel 60, 70-230 Mesh.

1.2.3 Chromatographie Liquide a Haute Performance (CLHP)

Les CLHP analytiques ont été réalisées sur trois systémes différents :

» Une chaine analytique Alliance Waters® 2695, pilotée par le logiciel Empower™ 2, couplée
en série a (1) un détecteur UV a barrette de photodiodes PAD (190-600 nm, Waters 2998), (2)
un détecteur évaporatif a diffusion de lumiére DEDL (Waters 2420), et (3) un spectrométre
de masse SM (Waters Micromass ZQ 2000).

» Une chaine analytique Dionex Ultimate 3000 (Thermo scientific), pilotée par le logiciel
Chroméléon, couplée en série a (1) un détecteur UV a barrette de diodes DAD (190-600 nm)
(Thermo scientific), et (2) un détecteur d’aérosols chargés Corona équipé d’'un générateur de
diazote de type Alliance (Thermo scientific).

» Une chaine analytique Agilent 1100 series, pilotée par le logiciel Chemstation, couplée en série
a (1) un détecteur UV a barrette de photodiodes PAD (190-600 nm) (Serie Agilent 1100
G1315B) et (2) un spectrometre de masse SM (Serie Agilent 1100 G1956A) équipé d’un

générateur d’azote de type Claino.
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Les colonnes analytiques utilisées ont été les suivantes :
e Lacolonne Waters SunFire Shield RP 18 (5 um), 4,6 X 150 mm.
e Lacolonne Waters XBridge Cig (5 pm), 4,6 X 250 mm.

e Lacolonne Phenomenex Gemini Cis (3 um), 4,6 X 150 mm.

Les CLHP semi-préparatives et préparatives ont été réalisées sur:

» Le systéme manuel équipé d’'une pompe Waters 600, d'un détecteur UV Waters 2487, d’'un

systeme d’'injection rhéodyne® et piloté par le logiciel Masslynx.

Les colonnes préparatives et semi-préparatives utilisées ont été les suivantes :
e La colonne Waters Sunfire Shield RP 18 (5 um) 10*150 mm.
e Lacolonne Waters Sunfire Shield RP 18 (5 pum) 15*120 mm.
e Lacolonne Waters XBridge Cigprep (5 um), 10 X 250 mm.

e Lacolonne Phenomenex Gemini Cig prep (5 um), 10 X 250 mm.

1.3 Analyses physiques et spectrales des métabolites

1.3.1 Le pouvoir rotatoire

Les pouvoirs rotatoires [a]p ont été mesurés a I'aide d’'un polarimétre Anton Paar MCP
300. Les expériences ont été réalisées avec une cuve de 300 pL, aux températures, concentrations

et solvants indiqués.

1.3.2 La spectroscopie de masse haute résolution (SMHR)

Les spectres de masse haute résolution en lonisation Electrospray (mode positif ESI* ou

mode négatif ESI') ont été réalisés sur un spectrometre de masse ESI-TOF (Micromass LCT
Premier XE, Waters) et un spectrometre de masse a trappe ionique (Q-Exactive Plus Orbitrap,
Thermo Scientific). Les échantillons ont été solubilisés dans du MeOH ou de I’ACN selon leur
solubilité, et injectés dans I'appareil de masse via les systémes Waters Acquity UPLC et Thermo

Dionex Ultimate 3000 UHPLC, équipés d'une colonne Waters BEH C18 (1,7 pm), 2,1 X 50 mm.

I1.3.3 La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Les spectres RMN proton (1H) et carbone (13C) ont été réalisés sur les appareillages Bruker

Ultrashield Avance 300 MHz, 500 MHz et 600 MHz. Les déplacements chimiques (§), exprimés en
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partie par million (ppm) ont été référencés sur les pics de solvants : CD30D 6H 3,31 et 6C 49,00,
CDClz 6H 7,27 et 6C 77,00. Les constantes de couplages J sont exprimées en Hertz. L'attribution
des signaux se fait comme suit : s (singulet), d (doublet), t (triplet), g (quadruplet), gt (quintuplet),
m (multiplet), dd (doublet de doublet), ddd (doublet de doublet de doublet), br (signal large)
L’attribution des signaux des protons et des carbones a été effectuée a partir des expériences 1D
(*H, 13C et DEPT-135), associées aux expériences 2D (1H-1H COSY, tH-13C HSQC, 1H-13C HMBC, 1H-
1H TOCSY, 1H-1H NOESY), avec l'utilisation du logiciel MestReNova.

I1. Etude chimique des éponges

II.1 Collecte

Toutes les éponges étudiées dans le cadre de cette thése proviennent de la collecte de
Novembre 2012, réalisée aux iles Mitsio, a Madagascar. Apres la collecte, les éponges étudiées

(Annexe 1) ont été étiquetées et conservées au congélateur (- 20°C) jusqu’a leur extraction.

I1.2 Extraction

I1.2.1 Extraction par macération a froid

Les éponges préalablement décongelées, sont découpées en morceaux de 1 cm * 1 cm
environ ; les morceaux sont placés dans un mélange MeOH/DCM (50:50 v/v). L’ensemble est laissé
a macérer a température ambiante pendant 2 x 12 heures pour le mélange MeOH/DCM. Apreés
filtration par gravité sur papier filtre, les différents solvants sont évaporés sous vide. Les extraits

bruts obtenus sont alors pesés et conservés au froid.

I1.2.2 Bilan des extractions des invertébrés marins étudiées

Le bilan des extractions réalisées sur I’ensemble des invertébrés marins est donné dans

I'annexe 1.

I1.3 Réalisation des signatures chimiques

Chaque extrait brut d’éponges a été soumis a :

» Une analyse RMN 1H réalisée dans CDClz ou dans CD30D, et enregistrée sur un spectromeétre
Bruker Ultrashield Avance 300 MHz.

» Une analyse CLHP réalisée dans les conditions suivantes :
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Colonne : Phenomenex Gemini Cig (3 pm), 4,6 X 150 mm.
Eluant: H,0 + 0,1% HCOOH / ACN + 0,1% AF
Gradient: 98:2 (5 min) ; 98:2 - 0/100 (35 min)

Débit : 0,7 mL.min-!

Détection : UV DEDL/SM

I1.4 Fractionnement, isolement et purification des métabolites
secondaires

I1.4.1 Métabolites isolés de Monanchora unguiculata

e Fractionnement 1

L’extrait brut de Monanchora unguiculata (25,8 g) obtenu par macération au moyen du
mélange de solvants DCM/MeOH a été fractionné par CLMP, selon les conditions opératoires

suivantes :

Colonne: L =460 mm; d.i =36 mm

Phase stationnaire : Gel de silice

Débit : 20 mL/min

Elution : isohexane 100 % (30 min.) ; isohexane / AcOEt 50:50 (30 min.) ; AcOEt 100 %
(30min.) ; AcOEt / MeOH 50:50 (30 min.) ; MeOH 100 % (30 min.)

Ce fractionnement a permis I'obtention de 5 fractions : F1 (0,327 g) ; F2 (1,323 g) ; F3
(1,911 g) ; F4 (3,168 g) et F5 (1,515 g).

¢ Fractionnement 2

F3 (1,911 g), contenant les composés MU5 et MUG6, a été soumise a un second

fractionnement par CLMP, selon les conditions opératoires suivantes :

Colonne: L =460 mm; d.i.=26 mm

Phase stationnaire : Gel de silice

Eluants : [sohexane / AcOEt / MeOH

Débit : 20 mL/min

Gradient : - Isohexane / AcOEt 95:5 = 50:50 (20 min.); 50:50 (10 min.); 50:50 —
0:100 (20 min.); 0:100 (10 min.)
- AcOEt / MeOH 100:0 = 50:50 (20 min.) ; 50:50 (10 min.) ; 50:50 — 0:100

(20 min.) ; 0:100 (20 min.)

Ce fractionnement a permis I'obtention de 7 fractions : F31 (11,8 mg) ; F32 (5,3 mg) ;
F33 (65,7 mg) ; F34 (190,0 mg) ; F35 (484 mg) ; F36 (619 mg) et F37 (51 mg).
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Fractionnement 3

F36 (619 mg), contenant les composés MU5 et MU6, a été soumise a un troisiéme

fractionnement par CLMP, selon les conditions opératoires suivantes :

Colonne: L =230 mm;d.i.=15mm

Phase stationnaire : Gel de silice

Eluants : AcOEt / MeOH

Débit : 10 mL/min

Gradient : 80:20 — 50:50 (30 min.) ; 50:50 (10 min.); 50:50 — 25:75 (30 min.) ; 25:75
(20 min.) ; 25:75 = 0:100 (30 min.) ; 0:100 (10 min.)

Ce fractionnement a permis I'obtention de 4 fractions: F361 (3,8 mg); F362 (58,3

mg) ; F363 (45,1 mg) et F364 (12,5 mg).

Fractionnement 4

F363 (45,1 mg), contenant les composés MU5 et MU6, a été fractionnée par CLHP semi-

préparative, selon les conditions opératoires suivantes :

Colonne : Waters Sunfire Shield RP 18 (5 um) 10 X 150 mm
Eluants : H,0 + 0,1% AF / ACN + 0,1% AF

Débit : 4,5 mL/min

Gradient: 98:2 (5 min.) ; 98:2 — 0:100 (30 min.)
Détection : UV (205 nm)

Ce fractionnement a permis 'obtention de 4 fractions : F3632 (4,0 mg) ; F3633 (5,5

mg) ; F3634 (25,1 mg) et F3635 (4,1 mg).

Fractionnement 5

F3634 (25 mg), a été fractionnée par CLHP semi-préparative, afin de séparer et d’obtenir

les composés purs MUS5 (3,5 mg) et MU6 (14,0 mg) selon les conditions opératoires suivantes:

Colonne : Waters Sunfire Shield RP 18 (5 um) 10 X 150 mm
Eluants : H20 + 0,1% AF / ACN + 0,1% AF

Débit : 4,5 mL/min

Gradient: 98:2 (5 min.) ; 98:2 —» 75:35 (15 min.)
Détection : UV (205 nm)

Fractionnement 6

F4 (3,16 g), a été fractionnée par CLHP préparative, selon les conditions opératoires

suivantes :
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Eluants : H,0 + 0,1% AF / ACN + 0,1% AF

Débit : 18,0 mL/min

Gradient: 80:20 — 65:35 (15 min.) ; 65:35 (10 min.) ; 65:35 — 40:60 (5 min.)
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Détection : UV (205 nm)

Ce fractionnement a permis l'obtention de 6 fractions : F41 (150 mg) ; F42 (62 mg) ;

F43 (245 mg) ; F44 (28 mg) ; F45 (35 mg) et F46 (42 mg).

Fractionnement 7

F42 (62 mg), a été fractionnée par CLHP semi-préparative, selon les conditions

opératoires suivantes :

Colonne : Waters Sunfire Shield RP 18 (5 pum) 10 X 150 mm
Eluants : H,0 + 0,1% AF / ACN + 0,1% AF

Débit : 4,5 mL/min

Isocratique : 71:29 (20 min.)

Détection : UV (205 nm)

Ce fractionnement a permis I'obtention de 4 fractions : F421 (8 mg) ; F422 (9 mg) ;

F423 (9 mg) et F424 (7 mg).

Fractionnement 8

F423 (9 mg), a été soumise a une CLHP semi-préparative, afin de purifier le composé MU2

(12 mg), selon les conditions opératoires suivantes :

Colonne : Waters Sunfire Shield RP 18 (5 um) 10 X 150 mm
Eluants : H,0 + 0,1% AF / ACN + 0,1% AF

Débit : 4,5 mL/min

Isocratique : 71:29 (20 min.)

Détection : UV (205 nm)

Fractionnement 9

F43 (245 mg), a été fractionnée par CLHP semi-préparative, selon les conditions

opératoires suivantes :

Colonne : Waters XBridge Cigprep (5 um), 10 X 250 mm

Eluants : H,0 + 0,1% AF / ACN + 0,1% AF

Débit : 4,7 mL/min

Gradient: 70:30 (19 min.); 70:30 — 50:50 (2 min.) ; 50:50 (5 min.)
Détection : UV (205 nm)

Ce fractionnement a permis l'obtention de 7 fractions: F431 (8 mg); les quatres

fractions F432, F433, F434, F435 ont été rassemblées sous F432 (39 mg); F436 (13

mg) contenant le composé pur MU6 et F437 (10 mg).
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Fractionnement 10

F432 (39 mg), a été fractionnée par CLHP semi-préparative, afin de fournir le mélange

MUS8 + MU9 (6 mg) et le composé pur MU6 (9 mg), selon les conditions opératoires suivantes :

Colonne : Waters XBridge Cigprep (5 pm), 10 X 250 mm
Eluants : H,0 + 0,1% TFA / ACN + 0,1% TFA

Débit : 4,7 mL/min

Gradient: 52:48 — 44:56 (30 min.)

Détection : UV (205 nm)

Fractionnement 11

F437 (10 mg), a été fractionnée par CLHP semi-préparative, afin de fournir le composé

pur MU7 (9 mg), selon les conditions opératoires suivantes :

Colonne : Waters XBridge Cigprep (5 um), 10 X 250 mm
Eluants : H,0 + 0,1% TFA / ACN + 0,1% TFA

Débit : 4,7 mL/min

Gradient: 48:52 — 46:64 (20 min.)

Détection : UV (205 nm)

Fractionnement 12

F46 (42 mg), a été fractionnée par CLHP semi-préparative, afin de purifier le composé

MU4 (1,1 mg), selon les conditions opératoires suivantes :

Colonne : Phenomenex Gemini Cig prep (5 pm), 10 X 250 mm.
Eluants : H,0 + 0,1% AF / ACN + 0,1% AF

Débit : 4,5 mL/min

Gradient: 50:50 — 5:95 (30 min.)

Détection : UV (205 nm)

Fractionnement 13

F5 (1,51 g), a été fractionnée par CLHP préparative, selon les conditions opératoires

suivantes :

Colonne : Waters Sunfire Shield RP 18 (5 pum) 19 X 150 mm

Eluants : H,0 + 0,1% AF / ACN + 0,1% AF

Débit : 18,0 mL/min

Gradient: 80:20 — 65:35 (15 min.) ; 65:35 (10 min.) ; 65:35 — 40:60 (5 min.)
Détection : UV (205 nm)

Ce fractionnement a permis I'obtention de 6 fractions: F51 (65 mg) ; F52 (15 mg);

F53 (42 mg) ; F54 (37 mg) ; F55 (1 mg) et F56 (18 mg).
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e Fractionnement 14

Les fractions F53 (42 mg) et F54 (37 mg), ont été rassemblées puis fractionnées par CLHP
semi-préparative, afin de fournir les composés purs MU2 (12 mg) et MU3 (2,6 mg), selon les

conditions opératoires suivantes :

Colonne : Waters XBridge Cigprep (5 pm), 10 X 250 mm
Eluants : H,0 + 0,1% TFA / ACN + 0,1% TFA

Débit : 4,7 mL/min

Gradient: 55:45 — 30:70 (40 min.)

Détection : UV (205 nm)

I11.4.2 Métabolites isolés d’Amphimedon sp.

e Fractionnement 1

L’extrait brut d’Amphimedon sp. (1,5 g) obtenu par macération au moyen du mélange de
solvants DCM/MeOH a été fractionné par CLMP, selon les conditions opératoires suivantes :

Colonne: L =460 mm;d.i =36 mm

Phase stationnaire : Gel de silice

Débit : 20 mL/min

Elution : isohexane 100 % (30 min.) ; isohexane / AcOEt 50:50 (30 min.) ; AcOEt 100 %

(30min.) ; AcOEt / MeOH 50:50 (30 min.) ; MeOH 100 % (60 min.)

Ce fractionnement a permis 'obtention de 10 fractions : F1 (252 mg) ; F2 (57 mg) ; F3
(138 mg) ; F4 (12 mg) ; F5 (93 mg) ; F6 (52 mg) ; F7 (31 mg) ; F8 (120 mg) ; F9 (15 mg) ; F10
(32 mg).

e Fractionnement 2

F9 (15 mg), a été fractionnée par CLHP semi-préparative, eta permis d’obtenir le composé

AS3 (0,7 mg) purifié, selon les conditions opératoires suivantes :

Colonne : Phenomenex Gemini Cig prep (5 um), 10 X 250 mm.
Eluants : H,0 + 0,1% AF / MeOH + 0,1% AF

Débit : 4,5 mL/min

Gradient: 80:20 (5 min.) ; 80:20 — 20:80 (30 min.)
Détection : UV (220 nm)

¢ Fractionnement 3

F10 (32 mg), a été fractionnée par CLHP semi-préparative, afin de purifier les composés

AS1 (1,0 mg), AS2 (2,8 mg), et AS3 (1,3 mg), selon les conditions opératoires suivantes :

Colonne : Phenomenex Gemini Cig prep (5 pm), 10 X 250 mm.
Eluants : H,0 + 0,1% AF / MeOH + 0,1% AF
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Débit : 4,5 mL/min
Gradient : 80:20 (5 min.) ; 80:20 - 20:80 (30 min.)
Détection : UV (220 ; nm)

I1.4.3 Métabolites isolés d’Aulospongus gardineri

Fractionnement 1

L’extrait brut d’Aulospongus gardineri (2,3 g) obtenu par macération au moyen du

mélange de solvants DCM/MeOH a été fractionné par CLMP, selon les conditions opératoires

suivantes :

Colonne : L =460 mm ; d.i.=36 mm

Phase stationnaire : Gel de silice

Débit : 40 mL/min

Elution : - Isohexane / AcOEt 100:0 (5 min.); 100:0 — 0:100 (20 min.); 0:100 (10
min.)
- AcOEt / MeOH 100:0 — 0:100 (20 min.) ; 0:100 (10 min.)

Ce fractionnement a permis 'obtention de 8 fractions : F1 (256 mg) ; F2 (274 mg) ; F3 (93

mg) ; F4 (58 mg) ; F5 (45 mg) ; F6 (53 mg) ; F7 (95 mg) et F8 (214 mg).

Fractionnement 2

F7 (95 mg), a été fractionnée par CLHP semi-préparative et a permis d’obtenir les

composés AG1 (9 mg), AG2 (1,5 mg) et AG3 (9 mg) purs. Les conditions opératoires suivantes ont

été utilisées :

Colonne : Phenomenex Gemini Cig prep (5 um), 10 X 250 mm.
Eluants : H,0 + 0,1% AF / ACN + 0,1% AF

Débit : 4,5 mL/min

Gradient: 40:60 (5 min.) ; 40:60 — 20:80 (30 min.)
Détection : UV (220 nm)

Fractionnement 3

F8 (214 mg), a été fractionnée par CLHP semi-préparative et a permis d’obtenir les

composés AG1 (4 mg) et AG3 (1,5 mg) purs. Les conditions opératoires suivantes ont été

utilisées :
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I11. Caractéristiques physiques et spectrales des métabolites isolés

I11.1 Métabolites isolés de Monanchora unguiculata

e (Crambescidine 359 (MU1)

Aspect : huile blanche

Formule brute : C21H34N30,"

SMHR (ESI") : m/z 360,26532 (calculée pour C21H34N30;": 360,2646)

[a]30:-12,7 (c 0,4 mg/100 mL MeOH)

RMN tH (500 MHz, CDs0D), § ppm (m, ] en Hz) : 5,72 (H5, dd, 10,8, 7,5), 5,51 (H4, dt, 10,8, 2,0),
4,35 (H3,d, 11,0), 4,04 (H10, m), 4,04 (H13, m), 3,74 (H19, m), 2,60 (H9b, dd, 12,9, 4,7), 2,43 (H7a,
t, 16,0), 2,34 (H6, m), 2,32 (H11, m), 2,32 (H12, m), 2,32 (H17, m), 2,15 (H6, dt, 17,4, 6,7), 2,15
(H14,m), 1,98 (H7b, dd, 14,0, 6,2), 1,75 (H16,m), 1,75 (H17, m), 1,71 (H12, m), 1,70 (H18, m), 1,69
(H11, m), 1,59 (H16, t, 12,4), 1,52 (H14, m), 1,47 (H9a, t, 12,4), 1,46 (H2, m), 1,21 (H18, m), 1,08

(H20, d, 6,2), 0,85 (H1,t, 7,3)

e (Crambescidine 800 (MU2)

H
N21

g
H
11

H

e

12

16 17

H

1 (0]
42
.22 OWL /\43’/44\/NH
23 %N H 45
39 OH
40

AN,

Aspect : huile jaune

Formule brute : C4sHg1NsO¢"

SMHR (ESI") : m/z 801,62323 (calculée pour C4sHg1NsOs" : 801,6218)

[a]30:-7,8 (c 4,1 mg/100 mL MeOH)

RMN tH (500 MHz, CDs0D), § ppm (m, ] en Hz) : 5,70 (H5, br dd, 11,0, 7,6), 5,50 (H4, br d, 11,0),
4,44 (H3,d, 9,8), 4,33 (H13, dt, 9,6, 4,8), 4,13 (H23, m), 4,03 (H10, m), 3,96 (H43, m), 3,84 (H19,
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m), 3,65 (H39, m), 3,55 (H42, m), 3,40 (H39, m), 3,40 (H42, m), 3,12 (H45, m), 3,04 (H14, d, 5,0),
2,89 (H41, m), 2,63 (H9b, dd, 12,9, 4,5), 2,49 (H7a, m), 2,49 (H37, m), 2,41 (H6, m), 2,31 (H11, m),
2,31 (H12, m), 2,14 (H6, dt, 16,2, 6,5), 1,91 (H7b, m), 1,91 (H40, m), 1,80 (H12, m), 1,73 (H44, m),
1,67 (H11,m), 1,63 (H24, m), 1,54 (H2, dt, 7,1, 3,1), 1,46 (H2, m), 1,41 (H9a, t, 12,6), 1,29 (H25-36,
m), 1,08 (H20, d, 6,2), 0,85 (H1, t, 7,1)

e Fromiamycaline (MU3)

NH,

45

OH

Aspect : huile jaune
Formule brute : C4sH79NgO5"

SMHR (ESI") : m/z 783,60980 (calculée pour C4sH79N4Os" : 783,6106)

[a]3%:-1,3 (c 1,3 mg/100 mL MeOH)

RMN 1H (500 MHz, CDs0D), 6 ppm (m, / en Hz) : 5,77 (H5, br t, 7,5), 5,52 (H4, br d, 11,0), 4,41
(H3,brd, 10,3), 4,36 (H13,dt, 9,7, 5,5), 4,14 (H23, m), 4,06 (H10, m), 4,04 (H43, m), 3,84 (H19, m),
3,60 (H42, m), 3,55 (H39, m), 3,39 (H41, m), 3,35 (H42, m), 3,12 (H45, m), 3,08 (H14, d, 5,0), 2,75
(H37, dt, 15,4, 8,0), 2,65 (H9, m), 2,50 (H37, dd, 15,3, 7,3), 2,43 (H6, m), 2,39 (H7, m), 2,34 (H12,
m), 2,29 (H11, m), 2,15 (H6, m), 2,05 (H40, m), 1,98 (H7b, dd, 13,7, 6,1), 1,84 (H44, m), 1,82 (H12,
m), 1,75 (H17, m), 1,74 (H44, m), 1,70 (H18, m), 1,66 (H36, m), 1,65 (H16, m), 1,65 (H24, m), 1,60
(H11,m), 1,57 (H2, m), 1,48 (H2, m), 1,42 (H9, m), 1,39 (H16, m), 1,29 (H18, m), 1,32 (H25-35, m),
1,10 (H20,d, 6,1), 0,85 (H1,t, 7,2)

e Acide crambescidique (MU4)

24 26 28 30 32 34 36

38OH

23 25 27 29 31 33 35 37

[
[
iy
N
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Aspect : huile jaune
Formule brute : C33HssN306"

SMHR (ESI") : m/z 658,47943 (calculée pour C3sHesN306": 658,4790)

[a]30 :-6,6 (c 0,9, mg/100 mL MeOH)

RMN tH (500 MHz, CDs0D), § ppm (m, / en Hz) : 5,72 (H5, br t, 8,5), 5,52 (H4, br d, 10,9), 4,40
(H3,brd, 10,8), 4,36 (H13, dt, 9,8, 5,9), 4,15 (H23, t, 6,6), 4,07 (H10, m), 3,84 (H19, m), 3,09 (H14,
d, 4,9), 2,65 (H9, dd, 13,0, 4,7), 2,43 (H7a, m), 2,33 (H11, m), 2,27 (H37,t, 7,1), 2,17 (H6, m), 2,00
(H7b, dd, 13,9, 5,3), 1,83 (H17, m), 1,75 (H16,m), 1,69 (H18, m), 1,64 (H24, m), 1,60 (H25, m), 1,48
(H2, m), 1,41 (H9, m), 1,35 (H12, m), 1,30 (H26-36, m), 1,10 (H20, d, 6,2), 0,86 (H1, t, 7,2)

e Unguiculine A (MU5)

15 13 11 9 7 5 3

16 14 12 10 8 6 4 2

Aspect : huile jaune
Formule brute : C;sHs,N;0"

SMHR (ESI") : m/z 468,43820 (calculée pour C2sHssN;0" : 468,4384)

RMN 1H (500 MHz, CDs0D), 6§ ppm (m, / en Hz) : 3,42 (MU5b : H1’, m), 3,41 (MU5a : H1’, m), 3,37
(H1", m), 3,21 (H4",t, 6,8), 3,21 (MU5b : H3’, t, 6,8), 3,15 (MU5a : H3’, t, 6,9), 2,38 (H2, t, 7,1), 1,89
(MU5b: H2', qt, 7,0), 1,79 (MU5a: H2’, qt, 6,8), 1,64 (H2", m), 1,61 (H3, m), 1,57 (H3", m), 1,31
(H15, m), 1,30 (H4-14, m), 0,90 (H161,t, 6,9)

RMN 13C (500 MHz, CD;0D), § ppm: 175,6 (C1), 158,4 (C4’), 158,4 (C5”), 48,5 (MU5a: C1”), 46,0
(MU5b:C1),45,8 (MU5b:C1"), 43,8 (MU5a:C1),41,9 (C4"), 39,8 (MU5a:C3’),39,5 (MU5b:C3"),
33,7 (C2), 33,0 (C14), 30,0 - 31,0 (C4-C13), 28,9 (MU5b : C2"), 28,0 (MU5a : C2), 26,9 (C2"), 26,8
(C3"), 26,4 (C3), 23,5 (C15), 14,2 (C16)

201



Partie expérimentale

o Ptilomycaline E (MUG6)

Aspect : huile jaune
Formule brute : C47HgsN190s"

SMHR (ESI") : m/z 869,67041 (calculée pour Cs47HgsN100s" : 869,6699)

[a]30 : -3,8 (c 6,9 mg/100 mL MeOH)

RMN H (500 MHz, CDs0D), § ppm (m, J en Hz) : 5,72 (HS, br dd, 9,9, 7,8), 5,52 (H4, br d, 11,0),
4,45 (H3,brd, 9,4), 4,36 (H13, dt, 9,2, 5,4), 4,14 (H23,m), 4,06 (H10, m), 3,87 (H19, m), 3,43 (MU6b
: H39, m), 3,42 (MU6a : H39, m), 3,40 (H43, m), 3,23 (MU6b : H41, m), 3,23 (H46, m), 3,18 (MU6a
: H41,t, 6,7), 3,06 (H14, d, 5,1), 2,65 (H9, dd, 13,0, 4,8), 2,49 (H7, m), 2,46 (H6, m), 2,40 (H37, m),
2,33 (H12, m), 2,31 (H11, m), 2,17 (H6, m), 2,00 (H7, m), 2,00 (H17, m), 1,90 (MU6b : H40, m),
1,83 (H12, m), 1,82 (MU6a : H40, m), 1,78 (H17, m), 1,72 (H16, m), 1,72 (H18, m), 1,66 (H24, m),
1,66 (H44, m), 1,63 (H36, m), 1,61 (H45, m), 1,61 (H11, m), 1,47 (H2, m), 1,43 (H9, m), 1,29 - 1,31
(H25-H35, m), 1,28 (H18, m), 1,10 (H20, d, 6,2), 0,87 (H1, t, 7,3)

RMN 13C (500 MHz, CDs0D), § ppm : 175,7 (C38), 170,1 (C22), 158,7 (C42), 158,7 (C47), 150,4
(C21), 134,4 (C4), 131,2 (C5), 85,1 (C8), 82,1 (C15), 72,2 (C3), 68,3 (C19), 66,5 (C23), 55,4 (C10),
53,9 (C13), 51,2 (C14), 49,0 (MU6a : C43), 46,3 (MU6b : C43), 46,1 (MU6b : C39), 44,2 (MU6a :
C39), 42,1 (C46), 40,1 (MU6a : C41), 39,8 (MU6b : C41), 37,9 (C7), 37,8 (C9), 33,9 (C37), 33,0
(€18), 32,8 (C16), 31,5 (C11), 30,0 - 31,0 (C25-C35), 29,6 (C2), 29,2 (MU6b : C40), 28,2 (MU6a :
C40), 27,6 (C12), 27,1 (C44), 27,1 (C45), 27,0 (C24), 26,7 (C36), 24,5 (C6), 21,9 (C20), 19,4 (C17),
10,9 (C1)
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e Ptilomycaline F (MU7)

Aspect : huile jaune
Formule brute : C47HgsNgOs>"

SMHR (ESI") : m/z 428,32483 (calculée pour C47HssNgOs"": 428,3255)

[a]30 :-5,0 (c 2,2 mg/100 mL MeOH)

RMN 1H (500 MHz, CD30D), 6 ppm (m, J en Hz) : 8,08 (MU7a: H42,s), 7,98 (MU7b : H42,s), 5,72
(H5,m), 5,52 (H4, brd, 11,0), 4,45 (H3,br d, 9,5), 4,36 (H13, dt, 9,5, 5,6), 4,14 (H23, m), 4,07 (H10,
m), 3,83 (H19, m), 3,36 (H39, m), 3,36 (H43,m), 3,26 (MU7a: H41,t, 6,8), 3,21 (MU7b : H41,t, 6,8),
3,21 (H46,m), 3,08 (H14, d, 5,0), 2,65 (H9, dd, 12,9, 4,8), 2,44 (H6, m), 2,37 (H37,m), 2,36 (H7, m),
2,35 (H12, m), 2,31 (H11, m), 2,16 (H6, m), 2,00 (H7, m), 1,82 (H12, m), 1,82 (H17, m), 1,82 (H40,
m), 1,77 (H17, m), 1,70 (H16, m), 1,70 (H18, m), 1,66 (H24, m), 1,62 (H45, m), 1,60 (H44, m), 1,61
(H11, m), 1,60 (H36, m), 1,56 (H2, m), 1,47 (H2, m), 1,42 (H9, m), 1,29 - 1,31 (H25-H35, m), 1,29
(H18,m), 1,10 (H20, d, 6,2), 0,85 (H1,t, 7,3)

RMN 13C (500 MHz, CDs0D), § ppm : 175,7 (C38), 170,2 (C22), 164,0 (MU7b : C42), 163,9 (MU7a
: C42), 158,7 (C47), 150,4 (C21), 134,3 (C4), 131,3 (C5), 85,1 (C8), 82,2 (C15), 72,3 (C3), 68,4
(C19), 66,5 (C23),55,6 (C10), 54,2 (C13), 50,7 (C14), 46,2 (C43),46,9 (C39), 42,1 (C46), 38,2 (C7),
37,8 (€C9), 36,6 (MU7b : C41), 36,5 (MU7a : C41), 34,0 (C37), 32,9 (C18), 32,9 (C16), 31,4 (C11),
30,0 - 31,0 (€C25-C35), 30,3 (C2), 30,0 (C40), 29,6 (C24), 27,5 (C12), 27,1 (C45), 26,8 (C36), 25,8
(C44), 24,5 (C6), 21,8 (C20), 19,4 (C17),10,8 (C1)
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e Ptilomycaline G (MU8) et ptilomycaline H (MU9)

Aspect : huile jaune
Formule brute : C4sHgsNgOs"

SMHR (ESI") : m/z 827,64819 (calculée pour C4sHg3NgOs': 827,6481)

o0 Ptilomycaline G (MU8) (a)

RMN 1H (500 MHz, CDs0D), § ppm (m, J en Hz) : 5,71 (H5, m), 5,51 (H4, br d, 10,9), 4,41 (H3, br
d, 10,3), 4,35 (H13,dt, 9,7, 5,3), 4,14 (H23, m), 4,06 (H10, m), 3,83 (H19, m), 3,46 (MU8b : H39, t,
6,5), 3,42 (MU8a: H39, m), 3,38 (H42, m), 3,22 (H45, m), 3,07 (H14, d, 5,0), 2,98 (MU8a : H41, m),
2,88 (MU8Db : H41, t, 6,9), 2,64 (H9, dd, 12,8, 4,7), 2,42 (H6, m), 2,39 (H37, m), 2,38 (H7, m), 2,32
(H12,m), 2,30 (H11, m), 2,16 (H6, m), 1,98 (H7, m), 1,95 (MU8a : H40, m), 1,90 (MU8b : H40, m),
1,82 (H17, m), 1,81 (H12, m), 1,76 (H17, m), 1,70 (H16, m), 1,70 (H18, m), 1,68 (H43, m), 1,65
(H24, m), 1,60 (H36, m), 1,60 (H44, m), 1,60 (H11, m), 1,55 (H2, m), 1,46 (H2, m), 1,42 (H9, m),
1,29 - 1,31 (H25-H35, m), 1,28 (H18, m), 1,09 (H20, d, 6,1), 0,85 (H1, t, 7,3)

RMN 13C (500 MHz, CD30D), § ppm : 176,3 (C38), 170,0 (C22), 158,5 (C46), 150,3 (C21), 134,1
(C4), 131,1 (C5), 84,9 (C8), 81,9 (C15), 72,1 (C3), 68,2 (C19), 66,4 (C23), 55,4 (C10), 54,0 (C13),
50,7 (C14), 48,5 (C42), 46,1 (MU8a: C39), 43,0 (MU8b : C39), 42,0 (C45), 38,8 (MU8a: C41), 38,0
(C7),37,9(MU8b:C41),37,7 (C9), 33,7 (C37),32,8(C18),32,7 (C16),31,3 (C11),30,0-31,0 (C25-
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C35), 30,1 (C2), 29,4 (C24), 27,9 (MU8a : C40), 27,4 (C12), 26,8 (C44), 26,6 (C43), 26,6 (MUSD :
C40), 26,6 (C36), 24,3 (C6), 21,7 (C20), 19,2 (C17), 10,7 (C1)

0 Ptilomycaline H (MU9) (b)
RMN 1H (500 MHz, CDs0D), § ppm (m, J en Hz) : 5,71 (H5, m), 5,51 (H4, br d, 10,9), 4,41 (H3, br
d, 10,3),4,35 (H13,dt, 9,7, 5,3), 4,14 (H23, m), 4,06 (H10, m), 3,83 (H19, m), 3,40 (MU9a : H39, m),
3,38 (H43, m), 3,22 (MU9a : H41, m), 3,15 (MU9b : H41, t, 6,8), 3,07 (H14, d, 5,0), 2,96 (H46, m),
2,64 (H9,dd, 12,8, 4,7), 2,42 (H6, m), 2,39 (H37, m), 2,38 (H7, m), 2,32 (H12, m), 2,30 (H11, m),
2,16 (H6, m), 1,98 (H7, m), 1,89 (MU9a : H40, m), 1,82 (H17, m), 1,81 (H12, m), 1,80 (MU9b : H40,
m), 1,76 (H17, m), 1,70 (H16, m), 1,70 (H18, m), 1,67 (H44, m), 1,65 (H24, m), 1,63 (H45, m), 1,60
(H36,m), 1,60 (H11, m), 1,55 (H2, m), 1,46 (H2, m), 1,42 (H9, m), 1,29 - 1,31 (H25-H35, m), 1,28
(H18,m), 1,09 (H20, d, 6,1), 0,85 (H1,t,7,3)
RMN 13C (500 MHz, CD30D), § ppm : 176,3 (C38), 170,0 (C22), 158,5 (C42), 150,3 (C21), 134,1
(C4), 131,1 (C5), 84,9 (C8), 81,9 (C15), 72,1 (C3), 68,2 (C19), 66,4 (C23), 55,4 (C10), 54,0 (C13),
50,7 (C14), 49,1 (MU9a: C39), 48,5 (C43), 43,9 (MU9b : C39), 40,2 (C46), 39,9 (MU9Db : C41), 39,6
(MU9a: C41), 38,0 (C7),37,7 (C9), 33,7 (C37),32,8 (C18), 32,7 (C16), 31,3 (C11),30,0 - 31,0 (C25-
C35), 30,1 (C2), 29,4 (C24), 29,0 (MU9a : C40), 28,0 (MU9Db : C40), 27,4 (C12), 26,7 (C45), 26,6
(C36), 25,7 (C44), 24,3 (C6), 21,7 (C20), 19,2 (C17),10,7 (C1)

II1.2 Métabolites isolés d’Amphimedon sp.

e Acide 3,5-dibromo-4-méthoxybenzoique (AS1)

Aspect : huile incolore
Formule brute : CgHsBr;03
SMHR (ESI') : m/z 306,86111 / 308,85901 / 310,85684 (ratio: 53 / 100 / 48; calculée pour

CsHsBr205: 306,8611 / 308,8511 / 310,8564)
RMN 1H (500 MHz, CD30D), 6 ppm (m, / en Hz) : 8,12 (H3, s), 3,87 (H6, s)
RMN 13C (500 MHz, CD30D), 6 ppm : 171,0 (C1), 156,6 (C5), 134,7 (C3), 118,0 (C4), 60,8 (C6)
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o Acide amphimédonoique (AS2)

Aspect : huile jaune
Formule brute : C;,H;7BrNO3"

SMHR (ESI') : m/z 302,03882 / 304,03668 (ratio: 100 / 98; calculée pour Ci2Hi7BrNOs;"
302,0386 / 304,0366)

RMN 1H (500 MHz, CD30D), § ppm (m,/ en Hz) : 8,10 (H3, d, 1,9), 7,83 (H7, dd, 8,6, 2,0), 6,97 (H6,
d, 85),4,21 (H8,t,5,7), 3,21 (H10,t, 7,4), 2,81 (H11, s), 2,23 (H9, m)

RMN 13C (500 MHz, CD30D), 6 ppm : 172,6 (C1), 157,6 (C5), 135,3 (C3), 132,2 (C2), 131,1 (C7),
112,9 (Ce6), 111,7 (C4), 67,2 (C8), 56,7 (C10), 43,9 (C11), 25,9 (C9)

¢ Psammaplyséne E (AS3)

18 O 14
\, 4/16—1{
17 B

18

Aspect : huile incolore

Formule brute : C23H27BrsN,03"

SMHR (ESI") : m/z 694,87579 / 696,87402 / 698,87231 / 700,87024 / 702,86914 (ratio : 16 / 70
/ 100 / 68 / 18 ; calculée pour Ca3H27BraN,03": 694,8755 / 696,8735 / 698,8716 / 700,8699 /
702,8685)

RMN 1H (500 MHz, CD30D), § ppm (m, ] en Hz) : 7,79 (H5, s), 7,50 (H12,s), 7,37 (H3, d, 15,7), 6,52
(H2, d, 15,7), 4,07 (H15, t, 5,8), 3,88 (H8, s), 3,51 (H9, t, 7,1), 3,07 (H17,t, 7,3), 2,82 (H10, t, 7,0),
2,63 (H18,s),2,15 (H16, m)

RMN 13C (500 MHz, CDs0D), § ppm: 167,6 (C1), 156,1 (C7), 152,3 (C14), 139,9 (C11),138,1 (C3),
135,1 (C4), 134,2 (C12), 132,8 (C5), 123,6 (C2), 119,3 (C6), 118,7 (C13), 71,6 (C15), 60,9 (C8),
57,1 (C17), 44,3 (C18), 41,5 (C9), 34,9 (C10), 27,4 (C16)
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II1.3 Métabolites isolés d’Aulospongus gardineri

e N,N-lauroyldiéthanolamine (AG1)

OH

14
13H
16 1 2 4 6 8 10 12

N
/\/
HO is
O

Aspect : huile jaune

Formule brute : C1¢H3.NO3"

SMHR (ESI") : m/z 288,25372 (calculée pour C1sH34NO5": 288,2533)

RMN *H (500 MHz, CD;0D), 5 ppm (m, ] en Hz) : 3,84 (H16, t, 4,8), 3,80 (H14, t, 5,2), 3,57 (H15, 1,

4,7),3,51 (H13, t, 5,1), 2,40 (H2, t, 7,7), 1,62 (H3, qt, 7,4), 1,29 (H11, m), 1,26 - 1,30 (H4-H10, m),
0,88 (H12, t,6,9)

RMN 13C (500 MHz, CDs0D), § ppm : 176,6 (C1), 62,7 (C16), 61,8 (C14), 53,1 (C13), 51,5 (C15),
34,5 (C2), 30,0 - 31,0 (C4-C10), 26,1 (C3), 23,6 (C11), 15,0 (C12)

e N-lauroyléthanolamine (AG2)

H 2 4 6 8 10 12

14 N
N
HO 13 3 5 7 9 11

Aspect : huile jaune
Formule brute : C14H3oNO;"
SMHR (ESI") : m/z 244,22725 (calculée pour C14H30NO2": 244,2271)

RMN H (500 MHz, CDs0D), § ppm (m, ] en Hz) 3,75 (H14, t, 4,5), 3,44 (H13, m), 2,22 (H2,t, 7,7),
1,64 (H3, qt, 7,2), 1,26 - 1,30 (H4-H11, m), 0,89 (H12, t, 6,9)

o (Z2)-3-((7-hydroxyoctadéca-1-én-3,5-diyn-1-yl)oxy)propane-1,2-diol (AG3)
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Aspect : huile jaune
Formule brute : C2;H3504"

SMHR (ESI") : m/z 351,25290 (calculée pour C21H3504": 351,2530)

UV (Amaxennm) : 221,8; 260,8 ; 274,8 ; 290,8

RMN 1H (500 MHz, CD;0D), § ppm (m, ] en Hz) 6,60 (H1, d, 6,4), 4,50 (H2, d, 6,4), 4,37 (H7, m),
4,02 (H1', dd, 11,1, 4,4), 3,93 (H1’, dd, 10,9, 6,1), 3,84 (H2’, m), 3,59 (H3’, m), 1,20 - 1,45 (H8-H17,
m), 0,91 (H18, t, 6,9)

RMN 13C (500 MHz, CD;0D), § ppm : 160,3 (C1), 84,3 (C2), 77,7 (C6), 75,6 (C1"), 75,5 (C4), 71,8
(€21, 70,8 (C3), 67,3 (C7), 66,4 (C5), 63,4 (C3"), 23,0 - 30,0 (C8-C17), 14,2 (C18)
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Lexique

Acanthostyle : Style doté de nombreuses épines, sur tout ou partie de sa longueur.
Anastomose : Connexion, abouchement de deux canaux anatomiques de méme nature.
Apex : Extrémité.

Arbovirus : Grand groupe de virus tres divers, dont la plupart sont pathogenes pour les vertébrés,
et qui sont étudiés conjointement car ils ont en commun le fait d’étre transmis par des
arthropodes. Taxonomiquement, ce regroupement n’était pas viable et ses membres (plus de 350)
sont étudiés a présent dans les familles correspondantes (Togaviridae, Bunyaviridae,
Rhabdoviridae, Flaviviridae et Reoviridae). Les Arbovirus sont responsables des arboviroses,
affections essentiellement tropicales dont les plus fréquentes sont la dengue, la fievre jaune et
certaines encéphalites.

Arthralgie : Douleur articulaire.

Ascidie : Les Ascidiacés sont des animaux marins filtreurs qui vivent dans la zone littorale fixés,
au stade adulte, aux roches, algues, pontons, coques de bateaux ou pour certaines espéces enfouies
dans le sable. Au cours de leur développement, les ascidies passent par un court stade larvaire
libre et nageur. Les ascidies peuvent étre solitaires ou coloniales. Elles mesurent de quelques
millimétres a 20 cm, parfois beaucoup plus chez certaines especes coloniales. Il en existe environ
1400 especes qui peuplent toutes les mers du globe. Le corps d'une ascidie type solitaire,
enveloppé dans une tunique, a la forme d'un sac ou d'une outre avec deux orifices en position
supérieure: ce sont deux siphons, un siphon inhalant par lequel I'eau de mer pénétre a l'intérieur
de l'ascidie, un siphon exhalant par lequel I'eau ressort.

Céphalée : Mal de téte diffus ou localisé, pouvant s’exacerber sous I'effet d'influences extérieures
ou de causes internes.

Chele : Microsclere qui présente une belle forme sigmoide. Il peut étre symétrique (isochéle) ou
asymétrique (anisocheéle).

Choanocyte : Cellule particuliere aux éponges, de forme ovoide, a collerette et cil central,
tapissant la cavité gastrique et assurant la circulation de I'eau a travers l'animal.

Choanosome : région de I'éponge comprenant les chambres choanocytaires.

Corail mou : Colonie d'animaux proches des coraux durs mais qui ne forment pas de squelette
calcaire. Les coraux mous, aussi appelés alcyonnaires, sont des octocoralliaires (les polypes
possedent 8 tentacules).

Cyanobactéries: Micro-organismes procaryotes photosynthétiques également appelées
cyanophytes ou cyanophycées. Elles sont classées du point de vue systématique dans le regne des
Eubactéries mais ont longtemps fait partie du regne végétal car elles possédent a la fois des
caractéristiques de bactéries (absence de noyau et d’organites intracellulaires) et d’algues
(présence de chlorophylle A et de phycobiliprotéines (pigments accessoires) et capacité a faire la
photosyntheése).

Ectosome : Région périphérique de I'éponge dépourvue de chambres choanocytaires.

Encéphalite : Inflammation sans suppuration de I'’encéphale. Elle peut étre d’origine virale,
bactérienne ou parasitaire.

Eponge (Spongiaire, Porifére) : Les Spongiaires sont des animaux fixés, marins pour la plupart.
Longtemps pris pour des végétaux, le statut d’animaux leur a été définitivement attribué par
Dujardin (1841). Ce sont des Métazoaires diploblastiques dont I'organisation est trés primitive :
ils n’'ont pas de symétrie, pas d’organes définis. Animaux essentiellement filtreurs, I'’eau traverse
la double paroi du corps (ectoderme + endoderme), par d’'innombrables petits pores inhalants et
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ressort par un orifice unique, béant, 'oscule, aprés avoir baigné la vaste cavité gastrale interne ou
spongocoele. A tres grande profondeur, certaines espéeces sont carnivores.

Mégasclére : Spicule généralement de longueur supérieure a 100 pm et formant la charpente
squelettique.

Mésoglée : substance extracellulaire gélatineuse, translucide, située entre le choanoderme et
I'ectoderme, dans laquelle évoluent librement les amibocytes. Dans la mésoglée se situent
également les éléments de squelette de I'éponge, spicules ou fibres de spongine.

Microsclere : Spicule généralement de longueur inférieure ou égale a 100 um, et seulement
additionnel. Les microscleres (ectosomiques et choanosomiques) représentent un critere tres
important et constant intragénériquement ; ils peuvent souvent étre aussi utilisés pour la
détermination spécifique.

Mucroné : Présence d'un mucron, sorte de petit prolongement du spicule.

Myalgie : Douleur musculaire.

Myocardite : Inflammation aigué ou chronique du myocarde.

Oscule : Orifice de grande taille présent chez les éponges et servant a éjecter 'eau filtrée.
Oxe : Spicule de type monoaxone diactine aux deux pointes acérées.

Péricardite : Affection inflammatoire du péricarde, aigué ou chronique, avec ou sans
épanchement.

Pleurésie : Inflammation avec congestion et épaississement de la plévre, et réaction fibrineuse
(période séche), a laquelle succede généralement 'exsudation d’'une quantité plus ou moins
grande de liquide séreux (période exsudative).

Prophylaxie : Ensemble des moyens destinés a prévenir I'apparition ou la propagation des
maladies. La prophylaxie peut étre individuelle ou collective.

Rhabdostyle : Spicule de type style mais avec une extrémité coudée (rhabde).
Sessile : Se dit de tout organe inséré directement sur 1'axe et dépourvu de pédoncule.

Spicule : Elément de soutien du mésenchyme de formes variées, souvent en aiguille. Sa nature,
siliceuse ou calcaire, permet de distinguer, entre autres, les éponges calcaires (Calcisponges) et
les éponges siliceuses (Silicosponges).

Spongine : La spongine, chez les invertébrés, est une matiere (protéine) fibreuse formant un
réseau rigide chez de nombreuses éponges, leur créant une sorte de squelette. Chez les
spongiaires, c'est une scléroprotéine riche en liaisons disulfure et en tyrosine halogénée,
synthétisée par les spongioblastes et formant des fibres dans la mésoglée.

Strongylote : Relatif aux strongyles, spicules de type monoaxones arrondis aux deux extrémités,
d’un diametre sensiblement constant sur toute leur longueur.

Style : Spicule de type monoaxone dont I'une des extrémités est arrondie.
Subtylostyle : Spicule intermédiaire entre les styles et les tylostyles.

Tylostyle : Spicule ressemblant aux styles, mais possedant une boule a I'une des extrémités, que
I'on appelle tyle.

Tylote : Spicule possedant un tyle a chaque extrémité.
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Pierre-eric CAMPOS Thése de Doctorat en Chimie
LCSNSA - Université de La Réunion 08 Février 2017

Résumé :

Les travaux de these exposés dans ce manuscrit portent sur I'étude chimique de quatre éponges marines
collectées a Madagascar : Monanchora unguiculata, Amphimedon sp., Aulospongus gardineri et Biemna
laboutei. Pour les trois premiéres, l'extraction, l'isolement et l'identification des métabolites secondaires
par différentes techniques chromatographiques (CLMP, CLHP...) et spectroscopiques (UV-visible, SMHR,
RMN 1D et 2D...) ont été envisagés. Quinze métabolites secondaires de type alcaloides guanidiniques,
dérivés de la bromotyrosine, N-acyléthanolamines et polyynes, ont été isolés de ces éponges. Huit sont de
structures nouvelles. La valorisation des molécules isolées a ensuite été envisagée via 1'évaluation de leurs
activités biologiques. Deux d’entres elles, la fromiamycaline (M70) et la ptilomycaline F (MU7) ont montré
une excellente activité antipaludique et quatre, la fromiamycaline (M70) et les ptilomycalines E (MU6), G
(MU8) et H (MU9) une cytotoxicité sur cellules KB prometteuse. L’étude de la derniére éponge, Biemna
laboutei, portait sur des molécules précédement isolées au sein du LCSNSA. Les travaux entrepris
comprenaient une vérification des configurations relatives de neuf alcaloides guanidiniques déterminées
par RMN grace a la probabilité DP4+. Les configurations relatives déterminées par RMN de sept des
molécules ont ainsi pu étre confirmées et trois d’entre elles, les nétamines G (E8), P (E17) et R (E19) ont fait
I'objet d’'une étude plus approfondie par modélisation moléculaire afin de déterminer leur configuration
absolue par comparaison de leur spectre de Dichroisme Circulaire Electronique expérimental avec un

spectre calculé.

Mots clés: Océan Indien, Eponges marines, Monanchora unguiculata, Amphimedon sp., Aulospongus
gardineri, Biemna laboutei, métabolites secondaires, activité antipaludique, cytotoxicité, modélisation

moléculaire, dichroisme circulaire, configuration absolue.

Summary :

The work described in this manuscript concerns the chemical study of four sponges from Madagascar:
Monanchora unguiculata, Amphimedon sp., Aulospongus gardineri and Biemna laboutei. For the first three
sponges, the study was devoted to the extraction, isolation and identification of secondary metabolites by
various chromatographic (MPLC, HPLC...) and spectroscopic (UV, HRMS, 1D and 2D NMR...) techniques.
Fitfteen secondary metabolites including guanidine alkaloids, bromotyrosin derivated, N-
acylethanolamines and polyynes were isolated from these sponges. Eight are new molecules. The biological
activities of the isolated compounds were then evaluated. Two of them, fromiamycalin (M70) and
ptilomycalin F (MU7) showed a very good antimalarial activity and four of them, fromiamycalin (M70) and
ptilomyecalins E (MU6), G (MU8) and H (MU9) a promising cytotoxicity against KB cells. The study of the last
sponge, Biemna laboutei, was performed on molecules already isolated in the LCSNSA. This work included
the determination of the relative configuration of nine guanidine alkaloids by using the DP4+ probability.
The relative configuration of seven molecules was confirmed. Three of them, netamines G (E8), P (E17) and
R (E19) were selected for a study by molecular modeling to determine their absolute configuration by

comparison of their experimental Electronic Circular Dichroism spectrum with a calculated spectrum.

Keywords : Indian Ocean, Marine sponges, Monanchora unguiculata, Amphimedon sp., Aulospongus
gardineri, Biemna laboutei, secondary metabolites, antimalarial activity, cytotoxicity, molecular modeling,

circular dichroism, absolute configuration.
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Note au lecteur

Ce Tome est proposé afin de compléter le précédent et rassemble :

- untableau récapitulatif des organismes étudiés dans la premiere partie du Tome I.

- l'ensemble des spectres (UV, SM et RMN) étudiés dans les deuxieme, troisiéme et
quatriéme parties du Tome I.

- Les ressources et parametres utilisés pour les calculs de modélisation moléculaire

décrits dans la cinquiéme partie du Tome 1.

Le lecteur peut ainsi consulter ces documents parallelement a la lecture du Tome 1.
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Annexe |

Liste des invertébrés marins étudiés






Point GPS

Extraction

Masse

Nom systématique Photographie N° échantillon Activités biologiques : Masse Rendement
éponge . 2
o 2] extrait (g) (%)
Acanthella cavernosa
(Dendy, 1922) Magjsg;srcar Activité antipaludique
Famille : Dictyonellidae o , TCN-M107 Inhibition Plasmodium falciparum 25,58 2,760 108
. 12°51.110’S
Ordre : Bubarida R , Clso=5,73 pg/mL
Classe : Demospongiae 48°25.088'E
Amphimedon sp. Madagascar o
Famille : Niphatidae 4 fréres TCN.M183 Cytotoxicité sur cellules KB 36,22 1770 4,9
Ordre : Haplosclerida 13°00.142’S % inhibition a 10 ug/mL : 100,0%
Classe : Demospongiae 48°29.099’E
Aulospongus gardineri
(Dendy, 1922) RMTdagfcf‘r
Famille : Raspailiidae 1(3)0321; 53(())1'n; TCN-M085 - 98,29 2,471 2,5
Ordre : Axinellida '
. 48°00.143'E
Classe : Demospongiae
Cytotoxicité sur cellules KB
Madagascar % inhibition a 10 ug/mL : 100,0%
4 fréres' TCN-M101 o ) ) 37,27 8,85 23,8
12°59.655’ S Activité antipaludique
Biemna laboutei o )
(Hooper, 1996) 48°29.248'E g;hikiitéolnglasmoiiumfalciparum
Famille : Biemnidae == 6,16 ug/m
Ordre : Biemnida
Classe : Demospongiae Madagascar
Riva Be Cytotoxicité sur cellules KB
TCN-M103 49,41 16,728 339
12°59.126 S

48°34.453 E

% inhibition a 10 pg/mL : 100,0%




Point GPS

Extraction

Masse

Nom systématique Photographie N° échantillon Activités biologiques : Masse Rendement
éponge . 2
o 2] extrait (g) (%)
Biemna triraphis
(sensu Pulitzer-Finali, Madagascar
1993) Ankaréa TCN-M129 . 14,67 2,878 196
Famille : Biemnidae 12°50.848’ S
Ordre : Biemnida 48°34.718'E
Classe : Demospongiae
Madagascar
; Cytotoxicité sur cellules KB
i £ TCN-MO75 yrorox 38,4 8,507 22,2
12°59.126 S % inhibition a 10 pg/mL: 97,0%
Callyspongia biru 48°34.453 E
(de Voogd, 2004) '
Famille : Callyspongiidae
Ordre : Haplosclerida
Classe : Demospongiae e
: pong 4 fréres Cytotoxicité sur cellules KB
TCN-M079 o 38,14 8,551 22,4
13°00.142’S % inhibition a 10 pg/mL: 100,0%
48°29.099' E
Callyspongia sp.
Madagascar
« black » Castor
Famille : Callyspongiidae 12951.110° S TCN-M083 ) 37,92 2,449 6,5
Ordre : Haplosclerida P
) 48°25.088' E
Classe : Demospongiae
Calyspongia
(Cladochalina) sp. Mid:;l(gas’car
Famille : Callyspongiidae nikarea TCN-M133 = 7,08 0,670 9,5
. 12°49.978’S
Ordre : Haplosclerida
48°34.504'E

Classe : Demospongiae




Nom systématique

Photographie

Point GPS

N° échantillon

Activités biologiques

Extraction

Masse
éponge
seche (g)

Masse
extrait (g)

Rendement
(%)

Didemnum molle
(Herdmann, 1886)
Famille : Didemnidae
Ordre : Aplousobranchia
Classe : Ascidiacea

Madagascar
Ankaréa
12°50.848’ S
48°34.718'E

TCN-M087

48,65

2,104

4,3

Madagascar
Roland Point
13°23.530’S
48°00.143'E

TCN-M089

3,45

0,864

251

Madagascar
Riva Be
12°59.094 S
48°34.622 E

TCN-M091

64,58

4,218

6,5

Madagascar
4 freres
13°00.142’ S
48°29.099'E

TCN-M095

21,18

2,200

10,4

Madagascar
Roland Point

Baie des
Russes

13°29,032’S
47°58,721'E

TCN-M097

20,74

1,221

59




Nom systématique

Point GPS

Extraction

Activités biologiques Masse

Photographie N° échantillon P— Masse Rendement
i 0,
o 2] extrait (g) (%)
Madagascar
Dragmacidon Roland Point
coccineum 7?? Baie des TCN-M149 - 91,84 3,524 3,8
ou Ulosa rubra sensu Russes
Vacelet & Vasseur 13°29,032’ S
47°58,721'E
Eudistoma sp. Madagascar
e - o ; Cytotoxicité sur cellules KB
Famille : Polyc1t0r1dae. Riva Be TCN-M181 y. o 68,87 2,067 3,0
Ordre : Aplousobranchia 12°59.094 S % inhibition a 10 pg/mL : 98,0%
Classe : Ascidiacea 48°34.622 E
Haliclona fascigera
(Hentschel, 1912) leiad.agaBscar
Famille : Chalinidae tvabe TCN-M123 - 53,51 9,812 18,3
. 12°59.126 S
Ordre : Haplosclerida
. 48°34.453 E
Classe : Demospongiae
Halicl . Fasci,
aliclona aff. Fascigera Madagascar
(Hentschel, 1912) Castor
Famille : Chalinidae TCN-M155 - 22,28 1722 77
Ordre : Haplosclerid 12°51.110’S
rdre : Haploscleri .a 48°25.088' E
Classe : Demospongiae
Haliclona polypoides
(Vacelet, Vasseur & Lévi, Madagascar
976) & lies TCN-M109 - 22,59 2,284 8,7
Famille : Chalinidae 12°59.655’ S
Ordre : Haplosclerida 48°29.248 E

Classe : Demospongiae




Extraction

Nom systématique Photographie Point GPS Activités biologiques Masse

N° échantillon P — Masse Rendement
i 0,
o 2] extrait (g) (%)
Cytotoxicité sur cellules KB
Haliclona sp. Madagascar % inhibition 2 10 pg/mL : 100,0%
Famille : Chalinidae 4 freres
TCN-M173 s . . 43,8 2,333 53
Ordre : Haplosclerida 12°59.655’ S Activité antipaludique
Classe : Demospongiae 48°29.248'E Inhibition Plasmodium falciparum
Clso = 3,47 ug/mL
Haliclona sp. Madagascar
Famille : Chalinida'e Ankaréa‘ TCN-M193 B 14,24 0,942 6,6
Ordre : Haplosclerida 12°50.848’ S
Classe : Demospongiae 48°34.718'E
Haliclona sp. « black » Madagascar
Famille : Chalinidae Riva Be
TCN-M179 - 12,84 1,023 8,0
Ordre : Haplosclerida 12°59.094 S
Classe : Demospongiae 48°34.622 E
Haliclona tulearensis Madagascar
Famille : Chalinidae Riva Be
TCN-M141 - 33,72 4,029 11,9
Ordre : Haplosclerida 12°59.094 S
Classe : Demospongiae 48°34.622 E
Hemiasterella
intermedia Madagascar
Dendy, 1922 Ankaré Cytotoxicité sur cellules KB
( dy ) . nkaréa TCN-M147 o 71,38 1,8427 2,6
Famille : Hemiasterellidae 12°49.978’ S % inhibition a 10 ug/mL: 97,0%
Ordre : Tethyida 48°34.504’ E

Classe : Demospongiae




Extraction
N° échantillon

Nom systématique Photographie Point GPS (solvant Activités biologiques Masse

dextraction) P — Masse Rendement
extraction ; 0
o 2] extrait (g) (%)
L Madagascar Cytotoxicité sur cellules KB
Jaspis diastra (Vacelet &
Vasseur' 1965) Castor % inhibition a 10 pg/mL :96,0%
Famille : Ancorinidae 12°51.110' S TCN-M137 Activité antipaludique 41,66 2,088 5,0
Ordre : Tetractinellida ) o ) )
| D . . , Inhibition Plasmodium falciparum
Classe : Demospongiae 48°25.088'E Clso = 2,52 pg/mL
Jaspis diastra (Vacelet & Cytotoxicité sur cellules KB
Vasseur, 1965) Madagascar % inhibition 4 10 pg/mL : 85,0%
Famille : Ancorinidae 4 freres 65,68 3,087 4,7
TCN-M169 ivite i ; , , )
Ordre : Tetractinellida 12°59.655'S Activité antipaludique
Classe : Demospongiae 48°29.248' E Inhibition Plasmodium falciparum
Clso=11,08 pg/mL
Liosina paradoxa
(Thiele, 1899) Mﬁag"gcar
Famille : Dictyonellidae 120;‘;31;’6 ) TCN-M119 - 173,82 13,944 8,0
Ordre : Bubarida '
. 48°34.453 E
Classe : Demospongiae
Lemnalia africana
/i Madagascar
(May, 1898) Riva Be
Famille : Nephtheidae 19959094 § TCN-M187 - 3385 3,995 118
Ordre : Al '
rdre : Alcyonacea 48°34.622 E
Classe : Anthozoa
Lemnalia
madagascariensis Madagascar
4 Cytotoxicité sur cellules KB
(Verseveldt, 1969) Ankaréa TCN-M177 = 42,57 8,215 19,3
Famille : Nephtheidae 12°50.054’ S % inhibition 4 10 pg/mL : 99,0%
Ordre : Alcyonacea 48°34.563 E

Classe : Anthozoa

10



N° échantillon

Extraction

Nom systématique Photographie Point GPS (solvant Activités biologiques Masse Masse Rendement
d’extraction) eponge ; 0
o 2] extrait (g) (%)
Leucetta sp. Madagascar
Famille : Leucettidae Riva Be TCN-M143 B 39,1 0,594 15
Ordre : Clathrinida 12°59.094 S
Classe : Calcarea 48°34.622 E
Lobophytum depressum
(Tixier-Durivault, 1966) Madagascar
Famille : Alcyoniidae A
% Ankaréa TCN-M159 - 95,42 1,835 1,9
Ordre : Alcyonacea 12°50.054’ S
Classe : Anthozoa 48°34.563 E
Monanchora Madagascar Cytotoxicité sur cellules KB
unguiculata Roland Point % inhibition 4 10 pg/mL : 99,0%
(Dendy, 1922) Baie des 72,91 25,8 35,4
Famille : Crambeidae Russes TCN-M121 Activité antipaludique ' ' '
Ordre : Poecilosclerida 13°29,032’S Inhibition Plasmodium falciparum
Classe : Demospongiae 47°58,721'E Clso = 2,26 pg/mL
Mycale parishi
(Bowerbank, 1875) Mzdfagascar
Famille : Mycalidae reres TCN-M117 - 39,29 5,501 14,0
. . 12°59.655’ S
Ordre : Poecilosclerida
. 48°29.248' E
Classe : Demospongiae
Myrmekioderma
granulatum Madagascar Activité antivirale
(Esper, 1794) Ankaréa TCN-M077 Virus CHIKV 101,07 9,026 89
Famille : Heteroxyidae 12°49.978’S (CCso > 100 pg/mL;
Ordre : Axinellida 48°34.504'E CEso: 40,9 pg/mL)

Classe : Demospongiae

11



N° échantillon

Extraction

Nom systématique Photographie Point GPS o (s;)lvatr.lt ) Activités biologiques él\p/l)iilsge Masse Rendement
extraction ; 0
o 2] extrait (g) (%)
Madagascar
Riva Be TCN-M093 - 83,24 4,567 55
Myrmekioderma 12°59.094 S
granulatum 48°34.622 E
(Esper, 1794)
Famille : Heteroxyidae
Ordre : Axinellida Madagascar
Classe : Demospongiae 4 fréres TCNM167 i 117,01 2,462 21
12°59.655’ S
48°29.248' E
o ia glob
cetlmapm.go. ose Madagascar
(Pulitzer-Finali, 1993) Ankaré
nkaréa
Famille : Phloeodictyidae 12°49.978' S TCN-M125 - 45,98 7,673 16,7
Ordre : Haplosclerida '
, 48°34.504' E
Classe : Demospongiae
Madagascar
Phyllospongia ou Castor i - 41,19 2,676 6,5
Ledenfeldia 12°50.794’ S TCN-M131
48°25.198'E
. Madagascar
Pseudoceratina sp.
Famille : Riva Be
Pseudoceratinidae 19959094 S TCN-M105 - 81,64 9,365 11,5
Ordre : Verongiida '
Classe : Demospongiae 48°34.622 E

12



N° échantillon

Extraction

Nom systématique Photographie Point GPS (solvant Activités biologiques Masse Masse Rendement
d’extraction) eponge ; 0
o 2] extrait (g) (%)
Madagascar Activité Antioxydante
énkaréa' TCN-M161 Equivalent Trolox : 202,39 12,768 6,3
) 12°50.054’S ABTS: 750 uM a 1 mg/mL
Rhytisma fulvum 48°34.563 E FRAP: 428.8 uM 4 1 mg/mL
fulvum (Forskal, 1775)
Famille : Alcyoniidae
Ordre : Alcyonacea
Classe : Anthozoa Madagascar Activité Antioxydante
oCastor } TCN-M163 Equivalent Trolox : 217,11 15,641 7,2
12°50.794’ S ABTS: 1070 pM a 1 mg/mL
48°25.198'E FRAP:459,3 pM a 1 mg/mL
Madagascar Activité antivirale
131"3 Be TCN-M099 Virus CHIKV 137,85 9,687 7,0
s hvt tolidot 12°59.094 S (CCs0: 52,5 pg/mL;
arcopfyton sto1dotum 48°34.622 E CEso: 8,99 pg/mL
(Verseveldt, 1971) s0:8,99 ug/ml)
Famille : Alcyoniidae
Ordre : Alcyonacea
Classe : Anthozoa Mad.agascar
Riva Be TCN-M135 - 28,5 5,0815 17,8
12°59.094 S
48°34.622 E
S hyt bvirid,
a.rc-'op 1y o-n subviride Madagascar
(Tixier-Durivault, 1958) Ankaréa
Famille : Alcyoniidae i TCN-M157 - 46,8 4,799 10,3
Ordre : Alcyonacea 12°50.054°5
A 48°34.563 E

Classe : Anthozoa

13



N° échantillon

Extraction

Nom systématique Photographie Point GPS (solvant Activités biologiques Masse Masse Rendement
d’extraction) eponge ; 0
o 2] extrait (g) (%)
Sarcophyton
trocheliophorum Madagascar Activité antivirale
(Von Marenzeller, 1886) Riva Be AT Virus CHIKV 27,08 5,506 20,3
Famille : Alcyoniidae 12°59.094 S (CCso: 52,2 pg/mL;
Ordre : Alcyonacea 48°34.622 E CEso : 7,68 pg/mL)
Classe : Anthozoa
Sinularia crucita Madacascar
(Tixier-Durivault, 1970) Ankiréa
Famille : Alcyoniidae TCN-M185 - 94,99 3,210 34
12°50.054’ S
Ordre : Alcyonacea 48°34.563 E
Classe : Anthozoa '
Sinularia humesi
Madagascar
(Verseveldt, 1971) Ankaréa
Famille : Alcyoniid TCN-M175 - 119,53 7,170 6,0
amille : Alcyoniidae 12950.054' S
Ordre : Alcyonacea
48°34.563 E
Classe : Anthozoa
Sinularia notanda
. . Madagascar
(Tixier-Durivault, 1966) Riva B
iva Be
Famille : Alcyoniid TCN-M189 - 121,24 5408 45
amille : Alcyoniidae 1250.094 S
Ordre : Alcyonacea
48°34.622 E
Classe : Anthozoa
Sinulari lyd 1 Activité antivirale
inularia polydactyla Madagascar
(Ehrenberg, 1834) , Virus CHIKV
Famille : Alcyoniidae Ankaréa TCN-M153 - 7L e 141,52 2,691 1,9
Ordre : Alcyonacea 12°50.054°S (CESO' 64,} ”g/“;‘ ,
e 48°34.563 E w364 ug/mL)

Classe : Anthozoa

14



Point GPS

N° échantillon

Extraction

Masse

Nom systématique Photographie . (solvant ) Activités biologiques sponge Masse Rendement
"extraction ; 0
o 2] extrait (g) (%)
A A Cytotoxicité sur cellules KB
Stylissa carteri
(Dendy, 1889) Madagascar % inhibition a 10 pg/mL : 93,0%
L . Castor ~
Famille : Scopalinidae 12951.110' S TCN-M145 Activité antipaludique 16,12 1,0152 6,3
Ordre : Scopalinida ' o ) )
. 48°25.088’E Inhibition Plasmodium falciparum
Classe : Demospongiae Clso = 4,40 pg/mL
Madagascar
Roland Point -
s . Cytotoxicité sur cellules KB
Ascidie Baie des TCN-M081 y 101,62 5,555 5,5
Non identifiée 1 Russes % inhibition a 10 pg/mL : 82,0%
13°29,032’ S
47°58,721'E
Madagascar
Ascidie Castor TCN-M127 _ 104’52 9,2765 8,9
Non identifiée 2 12°50.794’ S
48°25.198' E
Corail mou TCN-M115 - 76,1 14911 19,6
Non identifié 1
Corail mou
TCN-M139 - 131,72 3,476 2,6

Non identifié 2

15



N° échantillon

Extraction

Masse

Nom systématique Photographie Point GPS (solvant Activités biologiques : Masse Rendement
d’extraction) eponge . "
séche (g) extrait (g) (%)
coral mou 187,84 3,277 1,7
Non identifié 3 TCN-M171 ), , )
cpones 120,8 10,542 8,7
Non identifiée 1 TCN-M111 ) ) ,
E
pon'ge - TCN-M113 - 122,08 21,210 17,4
Non identifiée 2
Eponge 22,32 1,360 6,1
TCN-M151 - ) ) )
Non identifiée 3
E
ponge TCN-M165 - 25,42 2,506 9,9

Non identifiée 4
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Annexe Il

Données spectrales des metabolites de
structures nouvelles isolés de
Monanchora unguiculata
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Relative Abundance

Annexe II.1. Données spectrales du métabolite MU5
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Annexe II.2. Données spectrales du métabolite MU6
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Annexe I1.3. Données spectrales du métabolite MU7

ptilomycaline F (MU7)
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Annexe I1.4. Données spectrales des métabolites MU8 et MU9
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Annexe IIl

Données spectrales des meétabolites de
structures nouvelles isolés de
Amphimedon sp.
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Annexe III.1. Données spectrales du métabolite AS2

AU

Relative Abundance
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Annexe II1.2. Données spectrales du métabolite AS3
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Annexe IV

Données spectrales du métabolite de
structure nouvelle isolé
d’Aulospongus gardineri
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Relative Abundance
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Spectre RMN tH-13C HSQC (CD30D, 500 MHz) du métabolite AG3.
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Annexe V

Ressources et parametres utilisés pour
les calculs de modélisation moléculaire






e Moyens informatiques disponibles et puissance créte théorique
(processeurs, réseau d’interconnexion, stockage)

Cluster de serveurs Bull de la gamme NovaScale :

- 20 noeuds de calcul comprenant chacun 2 processeurs Xeon E5520 quadri-coeurs
cadencés a 2,26 Ghz ainsi que 24 Go de mémoire.

- 1 noeud de calcul comprenant 2 x 2 processurs X5570 quadri-coeur cadencés a 2,93 Ghz
et 72 Go de mémoire.

- 1noeud de calcul (super-node bulles) comprenant 4 Intel Xeon octocoeur cadencés a 2,26
GHz ainsi que 132 Go de mémoire.

Stockage : 24 To (Optima 1500)
Puissance créte théorique : 1,92 Teraflops

Puissance totale fournie : 1,92 TFlops avec 200 cceurs

e Mots clés utilisés
» Optimisation de géométrie :

$ RunGauss

%NprocShared=8

%mem=8GB

#P wB97XD/6-31+G(d,p) scf=tight opt=tight Integral(UltraFineGrid)
# scrf=(smd,solvent=methanol)

» Calcul de fréquence:

$ RunGauss

%NprocShared=8

%mem=8GB

#P wB97XD/6-31+G(d,p) scf=tight freq scale=0.971 Integral(UltraFineGrid)
# pop=npa gfinput IOP(6/7=3) density=current scrf=(smd,solvent=methanol)

» Calcul de déplacements chimiques RMN :

$ RunGauss

%NprocShared=8

%mem=8GB

#P mPW1PW91/6-31+G(d,p) scf=tight nmr(giao) Integral(UltraFineGrid)
# scrf(solvent=methanol)

» Calcul des transitions électroniques, des forces d’oscillateurs et des
forces rotatoires utilisées pour la construction des spectres UV et de DCE :

$ RunGauss

%NprocShared=8

%mem=22GB

#P wB97XD/6-31++G(d,p) scf=tight Integral(UltraFineGrid)
# td(full,singlet,nstates=50) scrf=(smd,solvent=methanol)
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Pierre-eric CAMPOS Theése de Doctorat en Chimie
LCSNSA - Université de La Réunion 08 Février 2017

Résumé :

Les travaux de thése exposés dans ce manuscrit portent sur I'étude chimique de quatre éponges marines
collectées a Madagascar : Monanchora unguiculata, Amphimedon sp., Aulospongus gardineri et Biemna
laboutei. Pour les trois premiéres, l'extraction, 1'isolement et l'identification des métabolites secondaires
par différentes techniques chromatographiques (CLMP, CLHP...) et spectroscopiques (UV-visible, SMHR,
RMN 1D et 2D...) ont été envisagés. Quinze métabolites secondaires de type alcaloides guanidiniques,
dérivés de la bromotyrosine, N-acyléthanolamines et polyynes, ont été isolés de ces éponges. Huit sont de
structures nouvelles. La valorisation des molécules isolées a ensuite été envisagée via 1'évaluation de leurs
activités biologiques. Deux d’entres elles, la fromiamycaline (M70) et la ptilomycaline F (MU7) ont montré
une excellente activité antipaludique et quatre, la fromiamycaline (M70) et les ptilomycalines E (MU6), G
(MUS8) et H (MU9) une cytotoxicité sur cellules KB prometteuse. L’étude de la derniére éponge, Biemna
laboutei, portait sur des molécules précédement isolées au sein du LCSNSA. Les travaux entrepris
comprenaient une vérification des configurations relatives de neuf alcaloides guanidiniques déterminées
par RMN grace a la probabilité DP4+. Les configurations relatives déterminées par RMN de sept des
molécules ont ainsi pu étre confirmées et trois d’entre elles, les nétamines G (E8), P (E17) et R (E19) ont fait
I'objet d’'une étude plus approfondie par modélisation moléculaire afin de déterminer leur configuration
absolue par comparaison de leur spectre de Dichroisme Circulaire Electronique expérimental avec un

spectre calculé.

Mots clés: Océan Indien, Eponges marines, Monanchora unguiculata, Amphimedon sp., Aulospongus
gardineri, Biemna laboutei, métabolites secondaires, activité antipaludique, cytotoxicité, modélisation

moléculaire, dichroisme circulaire, configuration absolue.

Summary :

The work described in this manuscript concerns the chemical study of four sponges from Madagascar:
Monanchora unguiculata, Amphimedon sp., Aulospongus gardineri and Biemna laboutei. For the first three
sponges, the study was devoted to the extraction, isolation and identification of secondary metabolites by
various chromatographic (MPLC, HPLC...) and spectroscopic (UV, HRMS, 1D and 2D NMR...) techniques.
Fitfteen secondary metabolites including guanidine alkaloids, bromotyrosin derivated, N-
acylethanolamines and polyynes were isolated from these sponges. Eight are new molecules. The biological
activities of the isolated compounds were then evaluated. Two of them, fromiamycalin (M70) and
ptilomycalin F (MU7) showed a very good antimalarial activity and four of them, fromiamycalin (M70) and
ptilomycalins E (MU6), G (MU8) and H (MU9) a promising cytotoxicity against KB cells. The study of the last
sponge, Biemna laboutei, was performed on molecules already isolated in the LCSNSA. This work included
the determination of the relative configuration of nine guanidine alkaloids by using the DP4+ probability.
The relative configuration of seven molecules was confirmed. Three of them, netamines G (E8), P (E17) and
R (E19) were selected for a study by molecular modeling to determine their absolute configuration by

comparison of their experimental Electronic Circular Dichroism spectrum with a calculated spectrum.

Keywords : Indian Ocean, Marine sponges, Monanchora unguiculata, Amphimedon sp., Aulospongus
gardineri, Biemna laboutei, secondary metabolites, antimalarial activity, cytotoxicity, molecular modeling,

circular dichroism, absolute configuration.
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