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Avant-propos

Mes travaux de recherche réalisés depuis la deuxieme année de Master ont donné

lieu a deux publications [P], trois affiches [A], et deux communications orales [C] :
2010
[P1] M. Aknin, E. Gros, ]J. Vacelet, Y. Kashman, A. Gauvin-Bialecki; Sterols from the

Madagascar Sponge Fascaplysinopsis sp, Mar. Drugs 2010, 8 (12), 2961-2975;
doi:10.3390/md8122961

[A1] E. Gros ; M. Aknin, Y. Kashman, A. Gauvin-Bialecki
Etude chimique de I'éponge Fascaplysinopsis sp. de la zone Sud-Ouest de de I'Océan
Indien : intéréts pharmacologique et écologique.
5émes rencontres Qualitropic, Sainte Marie, La Réunion (02 décembre 2010).

[A2] E. Gros, A. Gauvin-Bialecki, B. Illien
Theoretical Study of a new molecule isolated from the essential oil of Dodonea viscosa.
International Conference on Pure and Applied Chemistry (ICPAC 2012), Maurice
(06-02 juillet 2012).

[C1] E. Gros, A. Gauvin-Bialecki, A. Al-Mourabit
Métabolites secondaires issus de I'éponge marine Biemna laboutei.
AG4 des journées du GDR-BioChiMar, ICSN Gif sur Yvette (10 décembre 2012).
Communication orale.

[P2] E. Gros, A. Al-Mourabit, M-T. Martin, J. Sorres, . Vacelet, M. Frederich, M. Aknin, Y.
Kashman, A. Gauvin-Bialecki; Netamines H-N, tricyclic guanidine alkaloids from the
marine sponge biemna laboutei and their antimalarial activity, en cours d’écriture
pour soumission a J. Nat. Prod.

[C2] E. Gros, A. Gauvin-Bialecki, A. Al-Mourabit, B. Illien
Absolute configuration of a new alkaloid.
Virtual Conference on Computational Chemistry (VCCC-2013), Maurice (01-31
aolit 2013). Conférence virtuelle.

[A3] E. Gros, A. Al-Mourabit, M-T. Martin, J. Sorres, M. Frédérich, M. Aknin, Y. Kashman, A.
Bialecki
Isolation, identification and purification of potent antitumor and antiplasmodial
secondary metabolites from the marine sponge Biemna laboutei.
MaNaPro 2013- XIV International Symposium on Marine Natural Products (15-
20 septembre 2013).
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Liste des abréviations

Abréviations, sigles et acronymes spécifiques aux

activités biologiques

A549 : lignée cellulaire cancéreuse humaine
(carcinome pulmonaire)
AGS : lignée cellulaire cancéreuse humaine

(adénocarcinome gastrique)

CEso : concentration efficace médiane

Clso : concentration inhibitrice médiane
DEso : dose efficace médiane

DIso : dose infectieuse médiane

DLso : dose 1étale médiane

HeLa : lignée cellulaire cancéreuse humaine

(adénocarcinome du col de 'utérus)

HT29 : lignée cellulaire cancéreuse humaine
(adénocarcinome colorectal)

Intestine-407 : lignée cellulaire épithéliale intestinale

K562 : lignée leucémiques humaine

KB : lignée cellulaire cancéreuse humaine
(carcinome buccal)

L1210 : lignée leucémique murine

MDA-MB-231 : lignée cellulaire cancéreuse humaine du sein
(adénocarcinome métastasique du sein)

SH-SY5Y : lignée cellulaire cancéreuse humaine

(neuroblastome : tumeur maligne solide extra-

cranienne)

Abréviations spécifiques a la chimie

[a]o

: pouvoir rotatoire

2,5-diméthoxyTHF : 2,5-diméthoxytétrahydrofurane

ACN
AcOEt
AF
APCI
Boc
C18
CCM
CDCl3
CLHP
CLMP
Ccosy
DCE
DCM
DEDL
DEPT
DMF
ESI+
eV
Hept
HMBC
HRMS
HSQC
IR

J
MeOD
MeOH
NOESY
PAD
Pd/C
Réf
RMN (1D, 2D)

ROESY
SM

TA
TFA

tr
UPLC
uv

: acétonitrile

: acétate d’éthyle
: acide formique
: ionisation chimique positive a pression atmosphérique
: tert-butoxycarbonyle

: silice greffée par des groupements octadécyles

: chromatographie sur couche mince

: chloroforme deutéré

: chromatographie liquide haute performance

: chromatographie liquide moyenne pression

: correlation spectroscopy

: dichroisme circulaire électronique

: dichlorométhane

: détecteur évaporatif a diffusion de lumiere
: distorsionless enhancement by polarization transfer
: N-N-diméthylformamide

: ionisation ‘electrospray’ (mode positif)

: electron volt

: hetpane

: heteronuclear multiple bond connectivity
: spectrométrie de masse haute résolution

: heteronuclear single quantum coherence

: infrarouge

: constante de couplage

: méthanol deutéré

: méthanol

: nuclear overhauser effect spectroscopy
: détecteur a barrettes de photodiode
: palladium sur charbon

: référence

: résonance magnétique nucléaire

(une dimension, deux dimensions)

: rotative overhauser effect spectroscopy

: spectrométrie de masse

: température ambiante

: acide trifluoroacétique

: temps de rétention
: ultra performance liquid chromatography

: ultra-violet
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Introduction générale

Alliant biodiversité remarquable et chimiodiversité exceptionnelle, les océans
offrent aux chimistes des champs d'immenses investigations. La recherche de nouveaux
médicaments ainsi que la protection et conservation de la biodiversité sont deux des
domaines de prédilection des chercheurs, qui, naturellement, ont inspirés ces travaux de
thése. Dans cette introduction seront abordées, en premier lieu, des généralités sur
I'intérét de la chimie marine dans le domaine de la santé humaine, et dans celui de la
« santé » des écosystemes, puis seront exposés le contexte de I'étude ainsi que les

objectifs de ces travaux de thése.

De l'intérét de la chimie marine...

0,

«+ La santé humaine

Les substances naturelles représentent depuis des millénaires une source
immense et inépuisable de principes actifs importants en écologie chimique et ayant des
vertus thérapeutiques. Aujourd’hui encore, plus de 60% des médicaments sont issus soit
de substances naturelles, soit de dérivés ou d’analogues, soit encore de molécules
synthétisées sur le modéle des substances naturelles [1]. Parmi les anticancéreux
approuvés par la Food and Drug Administration (FDA) de 1940 a 2010, 74,9% sont
directement issus ou inspirés de la nature [2]. Les substances naturelles constituent en
outre des outils moléculaires pour I'exploration des fonctions biologiques régissant le
monde du vivant, permettant la découverte de récepteurs, la compréhension du cycle
cellulaire, l1a mise en évidence de cibles comme la tubuline, etc. L’étude de leur voie de
biosynthese aiguise également la curiosité des chimistes organiciens qui y voient une
source d’inspiration pour la conduite de synthéses biomimétiques. De plus, les nouvelles
technologies et le développement de techniques de criblages a haut débit, assistées par
des logiciels mathématiques, ont permis, a la recherche, d’atteindre un rythme et des
résultats encore impossibles et impensables, il y a quelques années.

Outre l'intérét qu’elles suscitent pour la recherche de nouveaux médicaments, les
substances naturelles sont également convoitées dans les domaines de la cosmétique, de

I'agroalimentaire, de 1'agriculture, de la bactériologie, des biocarburants, ou encore de

Introduction générale ~13~



I'environnement (biorémédiation, biofouling). La recherche dans le domaine des

substances naturelles font de la chimie organique une discipline clé.

Il existe aujourd’hui trois principales sources de substances naturelles: les
plantes, les microorganismes terrestres et marins et les invertébrés marins ; toutefois il
faut souligner que le monde marin, contrairement au milieu terrestre n’en est qu’'a ses
débuts en termes d’études d’exploration et d’exploitation. Comment expliquer, dés lors, le
retard de la chimie et de la pharmacologie marine par rapport a la phytochimie et a la
phytopharmacie? La principale raison réside tres certainement dans la difficulté de
pénétration du milieu marin par 'Homme. Par conséquent, il a fallu attendre les progres
de la plongée sous-marine, au cours de la premiere moitié du XXéme siécle, pour pouvoir
explorer convenablement les fonds marins. La seconde raison, corollaire a la premiere est
que I’éthnobotanique n’a pas d’équivalent dans le milieu marin. Ainsi, les Chinois a I'instar
des populations d’Europe, utilisaient les écorces de saule pour soigner les états fébriles ;
I'étude chimique de ces écorces a conduit a la découverte de l'aspirine. Ces mémes
indiens utilisaient les feuilles de coca comme stimulant longtemps avant la découverte de
la cocaine. Malheureusement, il n'y a pratiquement aucun exemple de ce type en
pharmacologie marine. En effet, a notre connaissance, en dehors du Pen Ts’ao,
pharmacopée chinoise publiée 2800 ans avant Jésus-Christ [3], il n’existe aucune autre
pharmacopée faisant référence aux algues, aux invertébrés marins ou aux poissons.

Ce n’est donc que vers les années 1950 que l'intérét pharmaceutique pour les
invertébrés marins est réellement né, grice a la découverte des nucléosides
spongothymidine et spongouridine dans I'éponge marine Cryptotethia crypta [4, 5], dont
le nom actuel est Tectitethya crypta, inspiratrices de l'antiviral Ara-A (1) et de
I'anticancéreux Ara-C (2). Les chimistes estiment alors que ce milieu est trés prometteur
pour la découverte de molécules originales et a activités biologiques diverses a effet

puissant.
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Depuis, les recherches en chimie marine se sont effectivement révélées fructueuses
puisqu’un certain nombre de molécules sont déja commercialisées ou sont en derniere

phase des essais cliniques.

* Dans le domaine des antibiotiques, la Céphalosporine C (3), issue d'un champignon
semi-marin, Cephalosporium acremonium, aux propriétés antistaphylococciques [3] peut

étre citée.

H
COH O j;l\yl// o)
c WJVY

CO,H O

Céphalosporine C (3)

* Dans le domaine des anticancéreux, la squalamine (4), molécule provenant de
I'estomac de requin Sualus acanthias, inhibe I'angiogenese et la prolifération de cellules
endothéliales. Les didemnines (5) isolées du tunicier Didemnum solidum qui, outre leur
activité antivirale, inhibent le cycle cellulaire en phase G1 (elles freinent la synthese de
I’ADN et de I'ARN). Les halichondrines comme la B6 (6), extraites de |’éponge,
Halichondria okaida, sont actives sur les souris atteintes de mélanomes ou de leucémies
[3]. Ce sont ces halichondrines qui ont inspirées la synthese d'un dérivé tres proche

appelé mésylate d’Eribuline, inhibiteur des microtubules commercialisé en 2010.
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Squalamine (4) Didemnine B (5) Halichondrine B (6)

= Les toxines sont également un groupe de molécules trés intéressant, en effet, la
saxitoxine (7) isolée d’'une microalgue du genre Gonyaulax bloque la conduction nerveuse.
La tétradotoxine (8) isolée des visceéres et des glandes sexuelles du poisson globe au
Japon s’est avérée étre un antiémétique puissant, mais c’est son pouvoir anesthésiant qui

a suscité le plus d’intérét [1].

HQNYO i
H
0 N HO o—OH
HN™ N NGH HO s pessOH
HN N OH
OH N H
Saxitoxine (7) Tétrodotoxine (8)

= [l existe encore beaucoup d’autres molécules recouvrant une large palette
d’activités biologiques: anti-inflammatoire, analgésique, immunosuppresseur ou

antimalarique.

En une quarantaine d’année, plus de 18 000 molécules nouvelles ont été
caractérisées. Un nombre croissant d’équipes de recherches et de grands groupes
pharmaceutiques ont étudié et explorent encore ce gisement de molécules originales,
sans équivalent avec des molécules isolées du milieu terrestre, et encore peu exploitées.
Singulierement, la majorité des molécules marines susceptibles d’étre utilisées dans le

domaine de la santé sont destinées au traitement des cancers.

Certains pourraient alors se demander pourquoi continuer a chercher de
nouvelles molécules actives ? Assurément, les médicaments déja sur le marché sont

efficaces, mais cette efficacité peut étre atténuée avec le temps, c’est le cas des
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antibiotiques. Il faut, par conséquent en permanence, trouver des molécules ayant une
activité similaire voire méme supérieure, avec moins d’effets secondaires indésirables. De
plus, les chercheurs estiment que deux tiers environ des maladies attendent encore un
traitement satisfaisant, c’est particulierement le cas de nombreux cancers et des

infections virales.

Les molécules bioactives issues des substances naturelles montrent parfois une
toxicité qui rend impossible leur utilisation en pharmacologie. Grace a la chimie de
synthese, des molécules, ayant pour base la structure de la molécule naturelle, ont pu étre
synthétisées, avec cependant une toxicité moindre voire une activité plus grande et/ou
plus spécifique.

Un exemple récent de molécule de synthése est celui de ’'Halaven™, médicament
du laboratoire EISAI Europe, indiqué en monothérapie dans le traitement des patientes
atteintes de cancer du sein métastatique, autorisé par I’Agence Européenne des
Médicaments (EMA) en 2011. Le principe actif, appelé mésylate d’Eribuline (9), inhibiteur
des microtubules, est une molécule synthétique appartenant a la famille des
halichondrines, macrolides de polyéther d’origine marine [2, 6].

HaCQ
@ OH

Mésylate d'Eribuline (9)

% La santé des écosystemes

C’est depuis le Sommet de la terre sur I'environnement et le développement,
organiseé a Rio de Janeiro en juin 1992 par les Nations Unies que le terme « biodiversité »
est sorti des laboratoires du Vivant pour partir a la conquéte des autres Sciences
(politiques, sociales, ...) et du grand public. La signature de la Convention Internationale

sur la diversité biologique devra assurer non seulement la protection des especes, mais
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aussi celle des écosystemes, du patrimoine génétique et de l'utilisation durable des
ressources naturelles. Cependant, en 2005, le Millenium Ecosystem Assessment,
mécanisme d’expertise le plus performant en matiere d’estimation de I'érosion de la
biodiversité a évalué le taux de disparition actuel des especes a au moins 1 000 fois plus
que le rythme naturel attendu. La destruction et la pollution des écosystemes, la
surexploitation des stocks, la dissémination anarchique d’especes invasives et le
changement climatique global sont extrémement impactant en environnement marin.

Les ressources vivantes de 'Océan sont immenses et diverses. D’elles dépendent
I'avenir en matiére de climat, d’alimentation ou encore d’énergie. Il faut donc identifier,

exploiter raisonnablement mais aussi gérer durablement ces ressources.

Les enjeux que représentent les études chimiques des organismes marins sont tres
importants non seulement pour la découverte de nouveaux médicaments, mais aussi
pour une meilleure compréhension des écosystemes. Cette compréhension est fondée sur
la connaissance des constituants chimiques, de leur répartition, de leurs activités, de
leurs cibles biologiques, de leur role et de leur fonction écologique comme effecteurs dans
les processus liés a la biodiversité (communication et protection contre les prédateurs et
les pathogenes). Les études chimiques constituent une contribution indispensable a la
résolution de questions fondamentales comme par exemple celles concernant les
interactions entre espéces et milieux, l'indication des variations environnementales, la
compréhension de la biodiversité a l'échelle moléculaire, la compréhension de la

réactivité moléculaire, ou encore la biosynthese.

Les travaux de these : contexte et objectifs

Depuis une quinzaine d’année, le Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles
et des Sciences des Aliments (LCSNSA) s’'investit dans l'extraction, l'isolement et
I'identification de nouveaux métabolites secondaires bioactifs issus du milieu marin. Ces
travaux, certes initiés par une profonde motivation économique (recherche de nouvelles
substances actives), s’inscrivent aussi dans un contexte écologique (études
chimiotaxonomiques pour une meilleure connaissance de la biodiversité insulaire). Ils

sont en outre consacrés de facon stratégique aux invertébrés marins de la zone Sud-Ouest
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de I'Océan Indien, véritable hotspot de la biodiversité, et pour laquelle les investigations
chimiques restent encore tres timides.

Consacrés a l'étude chimique de 1'éponge Biemna laboutei de Madagascar, les
travaux de these présentés dans ce mémoire ont eu pour objectif de poursuivre et de
renforcer les investigations du LCSNSA en chimie marine. Ils ont été soutenus par le
programme d’actions FEDER (Fonds Européen de Développement Régional) et la Région
Réunion dans le cadre du projet BIOMOL TCN (Activités Thérapeutiques,
Cosmétologiques et Nutraceutiques de MOLécules issues de la BIOdiversité terretre,
marine et microbienne de la zone Sud-Ouest de 'Océan Indien). Ce projet, porté par le
LCSNSA est axé sur la recherche de substances bioactives naturelles bénéfiques pour la
santé et le bien-étre de 'Homme. Il est mené en partenariat avec cinq laboratoires ou
instituts régionaux, nationaux et internationaux. Trois d’entre eux ont été fortement
impliqués dans la réalisation des travaux de these présentés dans ce mémoire :

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

France,

- Le Laboratoire de Pharmacognosie, Centre Interfacultaire de Recherche sur le

Médicament (CIRM), Université de Liege, Belgique,

- L’Institut Rega pour la recherche médicale, Université Catholique de Louvain

(Laboratoire de Virologie et Chimiothérapie) Belgique.

Ce mémoire s’articule autour de quatre chapitres :

Le premier chapitre constitue une revue des données bibliographiques concernant
principalement les éponges du genre Biemna et les études chimiques qui leur sont
associées.

Le second chapitre est une synthese des travaux portant sur I’extraction,
I'isolement et l'identification d’alcaloides guanidiniques tricycliques isolés de I'’éponge
Biemna laboutei de Madagascar.

Le troisieme chapitre est consacré a la valorisation des molécules isolées via d'une
part I’évaluation de leur activité biologique (cytotoxicité, activité antipaludique, ...) et
d’autre part, leur utilisation pour des études chimiotaxonomiques.

Le quatriéme enfin, sera dédié au travail de synthése organique visant a réaliser le

squelette des alcaloides guanidiniques tricycliques par voie biomimétique.
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Eléments bibliographiques




Chapitre I : Eléments bibliographiques

I.1 Localisation du genre Biemna

Les éponges du genre Biemna sont principalement localisées dans le Nord Est de

I’Atlantique, au Japon, en Indonésie et dans I’'Ouest de 'Océan Indien [7].

1.2 Position systématique et description du genre Biemna (Gray, 1867)

0,

% Position systématique

Avec cinq autre genres (Desmacella, Dragmatella, Microtylostylifer, Neofibularia et
Sigmaxinella), le genre Biemna appartient a la famille des Desmacellidae (ordre
Poecilosclerida) [8].

Royaume: Animal
Phylum: Porifera
Classe: Demospongiae
Ordre: Poecilosclerida
Sous-ordre: Mycalina
Famille: Desmacellidae

Genre: Biemna

Synonymes : Allantophora (Whitelegge, 1907)
[Toxemma] (De Laubenfels, 1936)

Toxemna (Hallmann, 1917)

Toutefois, en 2013, une nouvelle classification a été proposée - mais encore
non acceptée officiellement dans World Porifera Database - par Morrow et
collaborateurs [8] avec un nouvel ordre Biemnida regroupant Biemna et

Neofibularia, deux genres causant des dermatites.
% Description
Comme la majorité des éponges de la famille des Desmacellidae, les éponges du

genre Biemna sont en général toxiques, elles provoquent des dermatites au contact de la

peau. Elles peuvent étre massives, en forme de coupe ou encore tubulaires, de surface
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irréguliere. Leur squelette choanosomique est plumeux ou plumo-réticulé avec un
développement variable de fibres de spongine contenant des spicules de types (subtylo)-
styles de taille unique, parfois remplacés par des oxes. Le squelette ectosomique est
constitué de mégascleres disposés en brosse ce qui confere a la surface de I'’éponge un
aspect hirsute; les microscleres sont de multiples formes: sigma, raphide, microxe,
cemmata microstrongyleou encore sphérique. Le squelette est formé de spongine et de
spicules.

On compte aujourd’hui pres de 55 éponges du genre Biemna réparties dans tous

les océans, a des profondeurs variables.

1.3 Cas particulier de l'espece Biemna laboutei: localisation et description

morphologique

% Localisation

Biemna laboutei est une éponge marine aux propriétés toxiques récemment
identifiée par John N.A. Hooper en 1996 [9], causant des dermatites, comme les
Neofibularia qui sont taxonomiquement proches (famille des Desmacellidae). Elle est le
plus souvent localisée entre 20 et 40 metres de profondeur, sur des zones sablonneuses,
avec parfois un courant fort. Elle peut étre rattachée a des coraux morts ou a des rochers
et vivre en association avec le corail Dendronephthya, 1'algue Halimeda ou d’autres

éponges.

% Description morphologique

Biemna laboutei est une éponge orange, dressée, arborescente, ayant des
ramifications tubulaires pouvant atteindre 13 cm de hauteur, 15 cm de largeur et 30 cm
de long. Chaque tubulure est traversée par des canaux subectosomaux jusqu’a I'apex pour
se terminer par un oscule relativement petit (1,5 - 4 mm de diametre), surmonté de
conules pointues. Sa surface est non poreuse. L’éponge vivante possede une texture
compressible, élastique, caoutchouteuse. Son squelette est formé de collagene et de fibres

de spongine.
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1.4 Travaux chimiques antérieurs relatifs au genre Biemna

Trois familles de composés ont été isolées a ce jour du genre Biemna, les stérols,
les alcaloides pyridoacridiniques, et les alcaloides guanidiniques tricycliques. Chacune de

ces trois familles de composés font I'objet d'un point détaillé ci-apres.

1.4.1 Les stérols
1.4.1.1 Généralités

Les invertébrés marins et essentiellement les éponges constituent une source
abondante de stérols a structures originales. La plupart n’ayant pas leur équivalent chez
les animaux et les végétaux terrestres. Ces stérols peuvent avoir, par exemple, une
position particuliere de leurs insaturations, un polycyle non conventionnel (19-nor ou A-
norstérol) ou une chaine latérale tres courte (2 a 3 atomes de carbone). Il existe
également des chaines latérales portant un cyclopropane ou un cyclopropéne ou encore
une alkylation au niveau des carbones C-22 ou C-23. Enfin, certains stéroides peuvent

présenter un noyau et/ou une chaine latérale oxygénée.

HO

Figure 1 : Squelette de base des stérols.

1.4.1.2 Stérols isolés d’éponges du genre Biemna

Pour le genre Biemna, peu de travaux ont été réalisés sur leur composition
stérolique. On trouve, en premier lieu, les travaux de Delseth et collaborateurs [10] qui
ont isolé de I'éponge Biemna fortis, onze stérols aux noyaux mono-(10-15), di-(16-18) et

tri-insaturés (19,20) (Tableau I).
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Tableau I : Stérols isolés d’éponges du genre Biemna.

R R R
HO’C:'Q?:5 HO HO
A5 AS7 A57,9(11)
Noyau Chaine latérale (R) Nom
As Y\/\( Cholesta-5,22-dién-3[3-ol (10)
1 (Déhydrocholestérol)
AS Y\/Y Cholest-5-én-33-o0l (11)
- (Cholestérol)
AS X (22E)-Méthylcholesta-5,22-dién-3-ol (12)
(Brassicastérol)
—
AS g (22E,24R)-Ethylcholesta-5,22-dién-3(3-0l (13)
(Poriferastérol)
—
~
AS M 24%-Ethylcholest-5-én-3B-ol (14)
~—
AS i (22R, 23R,24R)-22,23-Méthyléne-23,24-diméthylcholest-5-én-33-ol (15)
(Gorgostérol)
~—~
A57 Y\/\( Cholesta-5,7,22-trién-33-ol (16)
AS7 M (22E)-Méthylcholesta-5,7,22-trién-3B-ol (17)
g (Ergostérol)
AS7 Y\);/ (22E,24R)-Ethylcholesta-5,7,22-trién-33-ol (18)
A57,9(11) Y\/H/ (22E)-Méthylcholesta-5,7,9(11),22-tétraén-3f3-ol (19)
«
A57.9(11) M 24%-Ethylcholesta-5,7,9(11),22-tétraén-3f3-ol (20)

Puis en 2008, Bensemhoum [11] isolérent de I'éponge Biemna fortis un 5a,8a-

épidioxystérol (21).

0
HO
o/

5a,8a-épidioxy-24(S)-éthylcholest-6-én-33-o0l (21)
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Les 50,8a-épidioxystérols sont une famille de composés d’'intérét
pharmacologique. De nombreuses activités antivirale ou anticancéreuse en particulier
leur sont attribuées [12-18].

Il faut toutefois souligner que l'origine de ces composés dans les éponges a fait
I'objet de recherches et que la question partage les scientifiques. Certains, en effet,
associent la présence des 5a,8a-épidioxystérols a celle des stérols A57. Ces stérols
oxygénés seraient le résultats d’'une photo-oxydation de stérols A>7 au cours de
I'extraction et de I'isolement des composés [19, 20]. D’autres chercheurs affirment qu’au
contraire, les épidioxystérols seraient naturellement présents dans I'invertébré marin et
qu’ils pourraient provenir de la transformation in vivo de stérols alimentaires [21]. Par
ailleurs, en faveur de cette seconde hypothese, mes travaux de Master 2 ont montré que

la présence d’antioxydants naturels dans I'éponge permettrait de prévenir la photo-

oxydation des stérols A>7 [22].

1.4.2 Les alcaloides pyridoacridiniques
1.4.2.1 Généralités

Les pyridoacridines sont extraites de mollusques marins, d’éponges et d’ascidies.
Actuellement, plus d'une centaine de composés hétéroaromatiques polycycliques
appartenant a cette famille sont connus [23], notamment pour leurs nombreuses activités
biologiques, parmi lesquelles on peut citer la cytotoxicité et I'activité antimicrobienne
[24, 25].

Les pyridoacridines naturelles sont basées sur le squelette pyrido[2,3,4-
kl]Jacridine. La structure de base est donc un tétracycle aromatique plan. Plusieurs
composés de cette famille dérivent de 1'imino-quinone correspondante représentée dans

la Figure 2.

Figure 2 : Squelettes des alcaloides marins pyrido[2,3,4-kl]acridine.
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1.4.2.2 Alcaloides pyridoacridiniques isolés d’éponges du genre Biemna

Les alcaloides pyridoacridiniques isolés d’éponges du genre Biemna et leurs
activités biologiques sont récapitulés dans le Tableau II.

Les premiers alcaloides pyridoacridiniques isolés du genre Biemna ont été
identifiés en 1993 par I'équipe de Zeng en 1993 [26]. Un total de cinq alcaloides avaient
alors été répertoriés: la méridine (22), la 11-hydroxyascididémine (23) et 'eudistone A
(24), toutes trois connues et précédemment isolées des ascidies Amphicarpa meridiana,
Leptoclinides sp. et Eudistoma sp. ; la biemnadine (25) et la 8,9-dihydro-11-
hydroxyascididémine (26), sont quant a elles, deux structures nouvelles. Ces deux
dernieres structures montreraient une activité cytotoxique in vitro contre le carcinome
KB épidermoide humain, avec des Clso de 1,73 et 0,209 pg/mL respectivement et contre
le lymphome murin L1210 avec des Clso de 4,29 et 0,675 pg/mL respectivement.

En 2003, Aoki et collaborateurs isolérent de Biemna fortis, collectée dans I'archipel
Nusa Tenggara en Indonésie, quatre molécules parmi lesquelles :
- labiemnadine (25),
- la9-hydroxybenzo[b]pyrido[4,3,2-de][1,10]phénanthrolin-8(8H)-one (27),
- la 9-aminobenzo[b]pyrido[4,3,2-de][1,10]phénanthrolin-8(8H)-one (28) ;
mais aussi un alcaloide alors isolé pour la premiere fois, la labuamine A (29) [27]. Ces
alcaloides montrent une activité neuritogene a des concentrations comprises entre 0,03
et 3 uM.
En 2011, Ueoka et collaborateurs [28] isolerent trois molécules d’'une éponge du
genre Biemna, la N-méthylisocystodamine (30), la N-méthoxyméthylisocystodamine (31)
et lisocystodamine (28) qui est en fait la 9-aminobenzo[b]pyrido[4,3,2-
de][1,10]phénanthrolin-8(8H)-one. Ces composés induisent une différenciation cellulaire

des cellules leucémiques K562, avec une DEso de 5 nM pour chacun.
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Tableau II : Alcaloides pyroacridiniques isolés d’éponges du genre Biemna.

Eponges Métabolites P . .
(Origine) Structure et nom Activités biologiques Réf.
OH
N
Biemna sp. - [26]
(Japon) °
Biemna sp. - [26]
(Japon)
Biemna sp. - [26]
(Japon)
) » Activité cytotoxique contre le carcinome KB
Biemna sp. épidermoide humain (Clso = 1,73 pg/mL)
(Japon) [26]
» Activité contre le lymphome murin L1210 (Clso =
4,29 pg/mL)
Biemna fortis L, N . [27]
(Indonésie) » Activité neuritogeéne a des concentrations
Biemnadine (25) comprises entre 0,03 et 3 uM
71 N » Activité cytotoxique contre le carcinome KB
Biemna sp. ) /\ O épidermoide humain (Cls = 0,21 pg/mL) [26]
(Japon) HoW > Activité contre le lymphome murin L1210 (Clso =
8,9-Dihydro-11-hydroxyascididémine (26) 0,67 pg/mL)
» Activité neuritogene a des concentrations
Biemna fortis comprises entre 0,03 et 3 uM [27]
(Indonésie) p ’ K
OH O
9-Hydroxybenzo[b]pyrido[4,3,2-
de][1,10]phénanthrolin-8-(8H)-one (27)
Biemna fortis » Activité neuritogene a des concentrations
(Indonésie) comprises entre 0,03 et 3uM [27]
» Activité inductrice d'une augmentation de
I'acétylcholine
NH, O
Biemna sp. 9-Aminobenzo[b]pyrido[4,3,2-de] > Activité inductrice d’une différenciation cellulaire [28]
(Japon) [1,10]phénanthrolin-8(8H)-one (28) des cellules leucémiques K562 (DEso = 5 nM)
(renommée Isocystodamine)
» Activité neuritogene a des concentrations
Biemna fortis comprises entre 0,03 et 3uM [27]
(Indonésie) p ’ "
O OH
Labuamine A (29)
» Activité inductrice d’une différenciation cellulaire
Biemna sp. - _ [28]
des cellules leucémiques K562 (DEso = 5 nM)
(Japon)
_-NH O
N-Méthylisocystodamine (30)
» Activité inductrice d’une différenciation cellulaire
Biemna sp. Ao _ [28]
des cellules leucémiques K562 (DEso = 5 nM)
(Japon) N
\O/NH o
N-Méthoxyméthylisocystodamine (31)
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1.4.3 Les alcaloides guanidiniques tricycliques
1.4.3.1 Généralités sur les alcaloides guanidiniques

Les composés guanidiniques sont présents naturellement chez les
microorganismes terrestres et marins, chez les invertébrés marins et terrestres ou encore
chez les végétaux supérieurs. Ce sont des composés particulierement intéressants en
raison de leurs multiples activités biologiques (cytotoxicité, activité antifongique et
antibactérienne) [29, 30]. Pour cette raison, de nombreuses voies synthétiques sont
continuellement répertoriées dans la littérature [31]. Certains alcaloides guanidiniques
de synthese présentent par ailleurs un réel intérét, agissant comme catalyseurs, comme
édulcorants puissants, comme substances mimétiques de nucléotides, de sucres, de
lipides et de peptides. Ces composés se retrouvent souvent incorporés dans des

structures bi-, tri-, voire pentacycliques.

1.4.3.2 Alcaloides guanidiniques tricycliques isolées du genre Biemna: les

nétamines

En 2006, Sorek et ses collaborateurs [32] travaillaient sur 1'éponge Biemna
laboutei de Madagascar. Six nouvelles molécules au squelette tricyclique guanidinique en
ont été isolées. Il s’agit des nétamines A a G (32-38) dont la cytotoxicité sur trois lignées
cellulaires cancéreuses a été évaluée: poumons (A549), colon (HT29) et sein (MDA-
MB231) (Tableau III). Parmi les molécules les plus actives, on retiendra en particulier les

nétamines C et D.

Chapitre I : Elements bibliographiques ~28~



Tableau III : Nétamines A-G isolées de Biemna laboutei.

Métabolites

Structure et nom Activité biologique Réf.

NH

NJ\NH

HY |
dj/\/\/\ i 32]
H

Nétamine A (32)

- [32]
s

I

Nétamine B (33)

NH

N)kNH

H
W\ » Activité cytotoxique sur les lignées cellulaires cancéreuses: A549, HT29 et [32]
) MDA-MB231 (Clso= 4,3 ; 2,4 ; 2,6 uM respectivement)

Nétamine C (34)

H
d@‘"\w » Activité cytotoxique sur les lignées cellulaires cancéreuses: A549, HT29 et [32]
N MDA-MB231 (Clso= 6,6 ; 5,3 ; 6,3 uM respectivement)

- [32]

I

Nétamine E (36)

z
I

\

S . 132]

",

I

Nétamine F (37)

- (32]

Nétamine G (38)

1.4.3.3 Alcaloides guanidiniques et tricycliques similaires aux nétamines :

les ptilocaulines et les mirabilines

*

+ Origine et activités biologiques

Y

Les nétamines appartiennent a la classe rare des hétérocycles (5,6,8b)-

triazaperhydroacénaphtylene tricycliques, dont le squelette présenté dans la Figure 3 ci-
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apres a déja été rencontré dans la littérature, chez les ptilocaulines et les mirabilines

(Tableau IV).

NH

2
HN)§N®H

Rl
Rll

Figure 3 : Squelette des hétérocycles (5,6,8b)-triazaperhydroacénaphtylene tricycliques.

Par ailleurs, ces molécules guanidiniques tricycliques sont reconnues aujourd’hui
pour leur large palette d’activités biologiques. Le Tableau IV reprend 'ensemble des
alcaloides guanidiniques tricycliques isolés d’éponges et leurs activités biologiques

démontrées.
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Tableau IV : Alcaloides guanidiniques tricycliques isolés d'éponges, similaires aux nétamines.

Eponges Métabolites

(origine) Structure et nom Activités biologiques Réf.
Ptilocaulis aff. P. spiculifer NH . ] o o [33]
(Caraibes ) HNJ\NH > Activité cytotoxique sur la lignée leucémique L1210 (DIso =

H N 0,39 pg/mL)
Monanchora arbuscula [34]
(Brésil) b » Activité antimicrobienne, Clso (Lg/mL) sur S. pyogenes, 3,9; S.
i i iae, 15,6; S. lis, S. , E. coli 62,5
Monanchora unguifera Ptilocauline (39) pneumoniae, faecalis, S.aureus, E. coli (35]
(Jamaique)
Ptilocaulis aff. P. spiculifer J‘\H [33]
(Caraibes ) HINTNH » Activité cytotoxique sur la lignée leucémique L1210 (DIso=1,4
H
L)
Monanchora arbuscula dﬁi\/\ pg/m [36]
(Brésil) L .
H » Activité antimicrobienne, Clso (ug/mL) S. pyogenes, 25; S.
Monanchora unguifera Isoptilocauline (40) pneumoniae et S. aureus, 100; S. faecalis et E. coli, >loo. [35]
(Jamaique)
NH
HN)(])\'_I\IH
Monanchora arbuscula H ) (34]
(Brésil)
H
8b-Hydroxyptilocauline (41)
NH
HNJ\NH
Hon, .
Batzella sp. éé\\/\ ) (37]
(Bahamas) B
8a,8b-Déshydroptilocauline (42)
(renommée 7-épinéoptilocauline)
NH
HN™ NH
Ho OH
coan
Batzella sp.
(Bahamas ) & ) [37)
8a,8b-Déshydro-8-hydroxyptilocauline (43)
(renommée 8a-hydroxy-7-
épinéoptilocauline)
NH
Batzell ”HkNHOH
atzella sp. N
Bahamas PSS » Activité contre le parasite du paludisme, Plasmodium 1371
( )
] A falciparum (Clso = 3,8 pg/mL) en mélange avec 1,8a;8b,3a-
I(l;lona{zcho)ra unguifera 1,8a;8b,3a-Didéshydro-8- didéhydro-8a-hydroxyptilocauline 138]
amaique rOOT
q hydroxyptilocauline( 44)
(renommée 8a-hydroxymirabiline B)
NH
HNT N
S
Monanchora unguifera | > Activité contre le parasite du paludisme, Plasmodium (38]
(Jamaique) i falc{parum (ClIso= 3,8 pg/mL) en mélange avec 1,8a;8b,3a-
1,8a;8b,3a-Didéhydro-8a- didéhydro-8f-hydroxyptilocauline
hydroxyptilocauline (45)
(renommée 8f3-hydroxymirabiline B)
NH,
S
Arecholina mirabilis S —— ) 39]
(Australie) .,
H
Mirabiline A (46)
] o NH,
?Xics}tll?eﬁ?(g mirabilis N)\IN > Activité antifongique sur Cryptococcus neoformans (Clso= 7,0 [39]
N pg/mL)
(Bgtﬁella sp). [ > Activité antiprotozoaire sur Leishmania donovani (Clso=17,0 138]
ahamas
Mirabiline B (47) ug/mlL)
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Tableau IV (suite)

Arecholina mirabilis

Ha

. NN [39]
(Australie) L o
e 3o o
Mirabiline C (48)
NH;
A
Arecholina mirabilis HHN /N OH
(Australie) = - [39]
H
Mirabiline D (49)
NH,
Arecholina mirabilis HHN \/N OH
(Australie) MV\ - [39]
H
Mirabiline E (50)
NH;
Arecholina mirabilis N
(Australie) HHN W) [39]
\ -
Clathria sp. d:r/\
(Australie) H [40]
Mirabiline F (51)
N
2
Clathri HN)HJ\NH
athria sp. H \ R .
(Australie) dié(\/\/\ » Activité antimicrobienne [40, 41)]
H
Mirabiline G (52)
NH,
HN"SNH
Clathria sp. H > Activité cytotoxique faible (DLso> 30 uM) sur les lignées 40]
(Australie) cellulaires SH-SY5Y, AGS, HT29 et Intestine-407
) .
Mirabiline H (53)
NH,
«
HNSNH
Clathria sp. HslS — ~— > Activité cytotoxique faible (DLso> 30 uM) sur les lignées [40]
(Australie) cellulaires SH-SY5Y, AGS, HT29 et Intestine-407
H
Mirabiline I (54)
J‘i"z
@
HNTSNH,
Clathria sp. H _ » Activité cytotoxique faible (DLso> 30 pM) sur les lignées [40]
(Australie) 3 cellulaires SH-SY5Y, AGS, HT29 et Intestine-407
) ’

Mirabiline ] (55)

+* Nomenclature révisée

Numérotation du squelette tricyclique

Plusieurs numérotations ont été adoptées pour le squelette des alcaloides

guanidiniques tricycliques (5,6,8b)-triazaperhydroacénaphtylene «a» et « b». Dans un

souci d’homogénéité et de continuité dans ce mémoire, la numérotation « a » (Figure 4)
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adoptée dans la publication de Sorek et collaborateurs [32], traitant de I'isolement des

premieres nétamines de Biemna laboutei a été reprise.

NH; NH,
: )§ & 1 3 12 @ 4
HN NH HN”XNH
38 t8 R 4 laz 0 R
4 8 5 10
5 5a 7 R" 6 7 9 Rn
6 8
Numérotation « a » Numérotation « b »

Figure 4 : Numérotations rencontrées dans la bibliographie pour les ptilocaulines/mirabilines/nétamines.

Noms révisés de quelques composés

Yu et al [42] ont décidé dans leur publication de renommer plus justement
certaines des molécules. La 8a,8b-déshydroptilocauline (42) a le méme degré d’oxydation
que la ptilocauline, par conséquent le préfixe « déshydro » n’était pas approprié. De plus
ces deux composés sont épimeres en C-7. Elle a été donc renommeée 7-épinéoptilocauline,
le préfixe « néo » servant d’'indication pour la double liaison en C-8a et C-8b, car le préfixe
« is0 » était déja utilisé pour indiquer une double liaison entre C-7 et C-8.

Pour les mémes raisons, la 8a,8b-déshydro-8-hydroxyptilocauline (43) est
renommée 8a-hydroxy-7-épinéoptilocauline.

Les 1,8a;8b,3a-didéshydro-8B-hydroxyptilocauline et 1,8a;8b,3a-didéshydro-8a-
hydroxyptilocauline furent également renommeées respectivement 8a-hydroxymirabiline

B et 8f3 -hydroxymirabiline B.

% Configuration absolue de la ptilocauline

En 1984, la ptilocauline (39) [33] a été synthétisée par Snider et collaborateurs
[43], ce qui a permis de conclure que les protons H-5a et H-8b étaient cis. La synthéese
réalisée par Walts en 1985 viendra étayer ce résultat, puisqu’elle aura permis d’établir la
configuration absolue de la ptilocauline [44]. En s’appuyant sur ces travaux, toutes les
molécules appartenant a cette famille seront présentées par la suite avec la configuration

de C-5 pour laquelle H-5a est en 3.
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% Stéréochimie revue de quelques nétamines

En 2008, I'équipe de Yu s’'intéresse a la syntheése de plusieurs alcaloides
tricycliques a guanidines isolés d’éponges, en particulier celles des nétamines E (36), et G
(38) [42]. Pour ces deux nétamines, la synthése a permis la détermination de leur
configuration absolue. Ainsi, Yu et collaborateurs ont montré que les chaines latérales de
ces alcaloides auraient en réalité une configuration trans et non cis, comme cela avait été
décrit dans la publication d’origine [32]. En approfondissant leur étude sur la
stéréochimie des alcaloides tricycliques, Yu et collaborateurs sont également parvenus a
déterminer la stéréochimie des nétamines A (32) et C (34): leurs chaines latérales
auraient une configuration trans également.

La Figure 5 présente un récapitulatif des molécules tricycliques guanidiniques
isolées, classées selon leur aromaticité, avec les molécules renommeées et leurs

configurations relatives revues.
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Type pyrimidine

T

Mirabiline A (46)
NH,
P
N™ >NH
l 7

H
Mirabiline C (48)

H
Nétamine G (38)

8B-Hydroxymirabiline B (45) 8a-Hydroxymirabiline B (44)

H
Nétamine F (37)

Insaturés en A88a

Insaturé en A78

NH,
@
HN"NH
Ho H |.H

H
Isoptilocauline (40)

Insaturés en A8asb
NH2 NH2 NH
2
®
HN)QN@ HN)*NH HNKN,_CP
H H
& H X H
H H H
Nétamine E (36) 7-Epinéoptilocauline (42) Mirabiline G (52) Ptilocaulline (39)
NH, NH, NH, NH,
P Py P P
HN"NH X HN"SNH HN" SNH
H OH Ha H H
~ — B
H H Hrabiline 1 (54 irabili
Mirabiline D (49) Mirabiline H (53) Mirabiline I (54) Mirabiline F (51)
@ ® ® ®
HN"SNH HN)QNH HNSNH HN)%NH
H P (@] H P OH H OH

H
Mirabiline E (50)

H
Mirabiline J (55)

vy,

H
8o-Hydroxy-7-épinéoptilocauline (43

H
8b-Hydroxyptilocauline (41)

Saturés

H
Nétamine A (32)

H
Nétamine B (33)

H
Nétamine C (34)

Nétamine D (35)

Figure 5 : Récapitulatif des alcaloides guanidiniques tricycliques naturels : ptilocaulines/mirabilines/nétamines.
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Chapitre II : Isolement et caractérisation structurale de métabolites issus de
I’éponge Biemna laboutei

I1.1 Collecte et identification

Au début de ces travaux de these, huit éponges collectées en 2009, dans la baie de
Salary sur la cote Sud-Ouest de Madagascar (Figure 6), avaient été sélectionnées pour une

étude de leur composition chimique.

soallly>

Comores

{Comoros)
Mayotte

g MB'c_ambique
(Mozamblque)
N} <

e Mauritius
Madagasikara Réunion
(Ma‘dagascav) (Reunion)

'I 200 mies ||
500 km

Figure 6 : Zone de collecte des huit éponges étudiées (Crédit Google Map).

Ces éponges listées (Tableau V) ont été identifiées par le Directeur de Recherche
CNRS Jean Vacelet, de la station biologique d’Endhoume a Marseille. Des échantillons de
référence ont tous été conservés a DIMAR dans cette méme station et au Museum
d’Histoire Naturelle de Marseille (MHNM) pour Biemna laboutei qui va concerner notre

étude chimique approfondie.
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Tableau V : Liste des huit éponges sélectionnées pour 1'étude de leur composition chimique.

Point GPS n° de référence
n° Systématique Photographie
Profondeur DIMAR MHNM
1 Biemna laboutei Hooper, 1996 i;ofgggé ;
Famille : Desmacellidae ' SA09-071 MHNM162421
Ordre : Poecilosclerida 25-30 m
2 Stylissa carteri Dendy, 1889 ﬁoi’;gg ]?;
Famille Dictyonellidae ' SA09-93 -
Ordre : Halichondrida 25-27 m
3 (Clathria (Clathria) foliascens Vacelet & Vasseur, 1971 iéofgggé E:
Famille : Microcionidae ' SA09-102 -
Ordre : Poecilosclerida 30m
4 Axinella donnani Bowerbank, 1873 i;i;ggg E:
Famille : Axinellidae ' SA09-103 -
Ordre : Halichondrida 30m
5 Haliclona polypoides Vacelet, Vasseur & Lévi, 1976 Z;"i; 322 ]?;
Famille : Chalinidae ' SA09-107 )
Ordre : Haplosclerida 30m
6 Clathria dichela sensu (Vacelet, Vasseur & Lévi, 1976) zof; Sgé E:
Famille : Microcionidae ' SA09-112 -
Ordre : Poecilosclerida = 25-27m
22°32.015S

7 Acanthella cavernosa Dendy, 1922 o
Famille : Dictyonellidae 43°13.508E  5A09-140 -

Ordre : Halichondrida 25m

22°32.015S

8 Strongylamma arenosa Vacelet & Vasseur, 1971 43°13508E  5p09.127

Famille : Tedaniidae
Ordre : Poecilosclerida 17-20 m
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I1.2 Extraction et criblage chimique par CLHP-PAD-DEDL-SM et RMN H

Chacune des huit éponges sélectionnées a été lyophilisée puis extraite par

macération a froid au moyen d’'un mélange de DCM/MeOH : 1/1.

% CLHP

Les extraits bruts obtenus ont été analysés dans un premier temps par CLHP sur
colonne chromatographique de polarité élevée (silice greffée C18), afin de comparer leurs
profils chromatographiques (ou signature chimique). Pour chaque éponge, plusieurs
signatures chimiques ont été obtenues par 'emploi simultané de trois détecteurs :

- Un détecteur a barrettes de photodiodes (PAD) qui permet d’obtenir une
mesure simultanée sur toute I'étendue du spectre UV-visible (entre 200 et 900
nm).

- Un détecteur évaporatif a diffusion de lumiere (DEDL) qui permet I'analyse de
composés exempts de chromophores ou faiblement ionisables. Ce type de
détection, s’il ne donne pas d’informations structurales, permet I'obtention
d’'indications semi-quantitative et conduit a 'obtention d’'un chromatogramme
donnant la proportion relative de chaque analyte.

- Un spectrometre de masse (SM) a ionisation chimique positive (APCI) donnant
acces a la masse des composés.

La Figure 7 représente les signatures chimiques résultant du couplage CLHP-DEDL

des huit extraits étudiés a l'aide du gradient allant de 98:2 a 0:100 du mélange Eau/ACN
(+0,1 % AF).
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P

Biemna laboutei

Clathria foliascens

48 Uk - 3430 L8 Unks

Haliclona polypoides

Acanthella cavernosa

Colonne : Waters Sunfire C18 4,6%*150 mm
Eluant : Eau/ACN + 0,1% AF (98:2 isocratique puis gradient 98:2 a 0:100)
Débit: 1 mL/min

Dilution : 3 mg/mL

Figure 7 : Comparaison des profils CLHP-DEDL des huit éponges sélectionnées.

MILE Unks - 24309 Unde

Stylissa carteri

=omd  Axinella donnani

Clathria dichela sensu

242005 Lnks - 242015 Urkte

Strongylamma arenosa

Chapitre II : Isolement et caractérisation structurale de métabolites issus de [éponge

Biemna labouter

~ 40 ~



% RMN 1H

Ces analyses ont ensuite été complétées par une comparaison des spectres RMNH
des extraits bruts réalisés dans du méthanol deutéré, ou dans du chloforme deutéré pour

Biemna laboutei et Acanthella cavernosa (Figure 8).

‘ '|' Biemna laboutei |

Stylissa carteri (CDCl3)

(MeOD)

la‘n Y =||‘
| k' i 1 F\L 1 4 Jrw v ‘ 1
ST PR | W T O, TR O TR | . . S L W A, I, __
- S 4B
i foli |
Clathria foliascens Axinella donnani
(MeOD) (MeoD)
|
Ll |
Mool st VW L
S VDT Ty b, T, M e B PR B N L_‘;J ue’ LA t\.h,w‘*\w“ )
Haliclona polypoides i I C[athrlal\zilc(;l[e)la sensu
(MeOD) (MeOD)
I
|
|
| I I l
| T | | |
b s LU LA e N g,_JLUwJWJ"M Wil
- T
Acanthella cavernosa ~ Strongylamma arenosa

(CDCI:;) (MeOD)

|
| .
L JL,JWJL

Flgure 8 Comparalson des spectres RMN 1H des hult eponges selectlonnees
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% Bibliographie

Chaque genre d’éponge a également fait I'objet d’une étude bibliographique
préliminaire, afin d’avoir un apercu des travaux précédemment entrepris sur chacun
d’eux (Tableau VI). Il faut souligner que I'éponge Stylissa carteri a d'abord été positionnée
dans le genre Acanthella, sous le nom de Acanthella carteri Dendy, fortement étudiée pour

sa composition chimique.

Tableau VI : Nombre de publications en fonction de chaque genre d’éponges a étudier.

Genre Nombre de publications
Biemna 6

Stylissa >15

Clathria >15

Axinella >15

Haliclona >15

Acanthella >15

Strongylamma 0

% Sélection de I'éponge a étudier

La corrélation des données CLHP-UV-DEDL-SM, RMN 1H et bibliographiques a
conduit a la sélection de 'éponge Biemna laboutei.

Le chromatogramme CLHP-UV-DEDL-SM de cet extrait révele un nombre
important de métabolites, polaires, ayant des masses comprises entre m/z 246 et 304,
pour la plupart non référencées parmi les molécules isolées du genre Biemna.

Le spectre proton révele principalement la présence d'une série de composés
pouvant appartenir a la classe des alcaloides. En effet des signaux apparaissent entre &y
3,7 et 4,3 ppm, indiquant la présence d’hétéroatomes et éventuellement d’atomes
d’azotes. D’autres déplacements chimiques entre 6y 5,2 et 5,5 ppm indiquent la présence
de protons éthyléniques.

Malgré les études chimiques référencées pour le genre Biemna (six publications),
I’étude chimique de Biemna laboutei a été choisie en raison de son riche profil qui pouvait

conduire a des composés nouveaux.
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I1.3 Etude chimique de I'éponge Biemna laboutei

L’étude chimique de I'’éponge Biemna laboutei (Figure 9) a conduit a I'isolement et
a l'identification de 18 alcaloides guanidiniques possédant tous un squelette tricyclique
(5,6,8b)-triazaperhydroacénaphtyléne. Parmi ces composés, cinq sont de structures
connues : les mirabilines A (46), C (48), F (51) et ] (55) et douze de structures
nouvelles. Ces derniers ont été nommés nétamines H-S (57-68).

Pour chacun des métabolites isolés, sont exposées dans un premier temps, les
techniques d’isolement et de purification, puis dans un second temps, leur élucidation

structurale.

Figure 9 : Photographie in situ de Biemna laboutei.

II.3.1 Fractionnement et isolement des métabolites secondaires

A partir de l'extrait brut de Biemna laboutei déja obtenu précédemment, les
meétabolites secondaires ont été isolés par combinaison des techniques classique de la
Chromatographie Liquide Moyenne Pression (CLMP) et Haute Performance (CLHP) ;

Le fractionnement a été suivi par Chromatographie sur Couche Mince (CCM),
détecteur a barrettes de photodiodes (PAD) ou détecteur évaporatif a diffusion de

lumiere (DEDL) combinés au systeme CLHP.

I1.3.1.1 Fractionnement de I’extrait brut

L’extrait brut de Biemna laboutei (87 g) a été fractionné sur colonne de silice

normale par CLMP. L’élution a été effectuée avec quatre systemes de solvants:
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isohexane/AcOEt (95:5), isohexane/AcOEt (85:15), AcOEt (100) et AcOEt/MeOH (70:30)

permettant de récupérer quatre fractions (F1-F4) (Figure 10).

Eponge lyophilisée
(358g)

Macération DCM/MeOH (1:1)

\ 4
Extrait brut
(87¢)

CLMP en phase normale
Isohexane/AcOEt/MeOH

(1g) (38) (48) (20 g)

Figure 10 : Extraction et premier fractionnement de Biemna laboutei.

Les analyses CCM puis CLHP-PAD-DEDL-SM des fractions F1 a F4 montrent une
richesse en métabolites secondaires de la fraction méthanolique F4 (20g) avec des

masses m/z comprises entre 246 et 304 (Figure 11).

2420 LS Units - 2420 LS Units

B00.00—
500,00+
400,00+
300,00+
20000
100,00+

.00 *’Jﬂ

T T T T T T T T T
o.oa 500 1000 15.00 2000 2500 3000 35.00 4000 45.00 S0.0C

Colonne : Waters Sunfire C18 4,6%¥150 mm
Eluant : Eau/ACN + 0,1 % AF (75:25 isocratique puis gradient 75:25 a 0:100)
Débit: 1 mL/min

Figure 11 : Profil CLHP-DEDL de la fraction méthanolique F4 de Biemna laboutei.

I1.3.1.2 Isolement de la mirabiline F et des nétaminesK,L, M, N, O,P,R, S

360 mg de la fraction F4 ont été traités par CLHP préparative en phase inverse sur
une colonne de type C-18 et couplée a un détecteur PAD (Figure 12) pour conduire a 16

fractions (F4-1A a F4-1M) (Figure 13).
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254.0nm - 996 - PDA 200.0 to 400.0 nm at 2.4 nm

REE
012

010

.08+
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B2 Minutes, 01232 AU Minutes

Colonne : Waters Sunfire C18 4,6*150 mm
Eluant : Eau/MeOH +0,1% AF (55 :45 isocratique puis gradient 55 :45 a 30 :70)
Débit: 1 mL/min

Figure 12 : Profil CLHP-PAD (254 nm) optimisé de la fraction méthanolique de Biemna laboutei.

Fraction méthanolique F4
(360 mg)

CLHP préparative en phase inverse
Eau/MeOH + 0,1% AF

v A v v

F4-1A F4-1C F4-1E F4-1G F4-11 F4-1K F4-1M
(2,9 mg) (11,1 mg) (15,1 mg) (12,2 mg) (6,7 mg) (55,6 mg) (53,4 mg)
Mirabiline F (51) Nétamine M (62) Nétamine N (63)

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

\4 \ 4 \ 4

y
F4-1B F4-1D F4-1F F4-1H F4-1] F4-1L
(3,5mg) (8,4 mg) (13,0 mg) (43,5 mg) (9,6 mg) (74,3 mg)
Nétamine K (60) Nétamine O (64)

CLHP semi-préparative en
phase inverse

CLHP semi-préparative en phase inverse

Eluant : Eau/MeOH + 0,1 % AF Eluant : Eau/MeOH + 0,1 % AF
\ 4

F4-1Ca F4-1]a F4-1Ma F4-1Mb
(1,9 mg) (1,9 mg) (3,9 mg) (3,9 mg)
Nétamine R (67), Nétamine S (68) Nétamine L(61) Nétamine P (65)

Figure 13 : Traitement de la fraction méthanolique F4 pour I'obtention de la
mirabiline F et des nétamines K, L, M, N, O, P, R et S.

Les fractions F4-1A, B, D, E et | contiennent respectivement la mirabiline F (51) et
les nétamines K (60), O (64), M (62) et N (63) pures. Les fractions F4-1C et ] contiennent
respectivement les nétamines R (67) et S (68) en présence de composés minoritaires.
Elles ont donc été purifiées par CLHP-UV préparative en phase inverse pour obtenir ces
composés purs. La fraction F4-1M contient les nétamines L (61) et P (65) en mélange.
Cette fraction a donc été traitée de nouveau en CLHP préparative, conduisant ainsi a

'isolement des composés 65 et 61 purs.
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I11.3.1.3 Isolement des mirabilines A et C et des nétamines G, H,I et]

4,05 g de la fraction méthanolique ont été fractionnés par chromatographie Flash
sur colonne de silice normale L’élution réalisée avec les systémes de solvants Hept/AcOEt
puis AcOEt/MeOH en gradient a permis de récupérer 13 fractions (F4-2A a F4-2M). La
fraction F4-2E a été sélectionnée pour un second fractionnement par CLHP-PAD
préparative en phase normale. Une élution a partir d'un mélange Eau/MeOH a conduit a
I'obtention de sept fractions: F4-2Ea a F4-2Eg. Les fractions F4-2Ea, b, d, f et g
renferment respectivement la nétamines | (59), les mirabilines A (46) et C (48) et les
nétamines I (58), H (57). La fraction F4-2Ee a quant a elle été de nouveau fractionnée par
CLHP-PAD en phase inverse pour conduire a la nétamine G (38). Les fractionnements

sont décrits (Figure 14).

Fraction méthanolique F4
(4,05 g)

Combiflash en phase normale
Eluant : Hept/ AcOEt /méthanol

l ' )

F4-2E F4-2F 3 F4-2M
F4-2A 3 F4-2D (91,7 mg)

CLHP préparative en phase inverse
Eluant : Eau/MeOH + 0,1% AF

\ 4
A4 \ 4 -
F4-2Ea F4-2Ec F4-2Ee (246-2x1112§)
(1,9 mg) (0,8 mg) (4,3 mg) P
Nétamine J (59) Nétamine H (57)
v \4
F4-2Eb F4-2Ed F4-2Ef
(3,5mg) (2,1 mg) (13,0 mg)
Mirabiline A (46) Mirabiline C (48) Nétamine I (58)
CLHP préparative en phase inverse
Eluant : Eau/MeOH + 0,1% AF

F4-2Eel F4-2Ee2
2,2mg 1,1 mg
Nétamine G (38)

Figure 14 : Traitement de la fraction méthanolique F4 pour I'obtention des mirabilines A et C et des nétamines G, H, [ et ].

I11.3.1.4 Isolement de la mirabiline J et des nétamines E et Q

Une deuxiéme partie de la fraction méthanolique F4 (2,6 g) a été chromatographié

par CLMP en phase inverse. Le mélange Eau/MeOH a conduit a 'obtention de 12 fractions
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(F4-3A a F4-3L). Les purifications successives des fractions F4-3E et F4-3] ont permis
d’isoler la mirabiline ] (55) et les nétamines E (36) et Q (66).

Fraction méthanolique F4
(2.68)

‘ CLMP en phase inverse

Eluant: Eau/MeOH + 0,1% AF

l l l ‘, ‘,

F4-3A - F4-3D F4-3E F4-3F - F4-31 15%463] F4-3K 4 F4-3L
(108,8 mg) ,U mg
CLHP semi-préparative CLHP semi-préparative
Eluant : Eau/MeOH + 0,2% TFA Eluant : Eau/MeOH + 0,2% TFA
v v v \4 VL v v v
F4-3Ea F4-3Eb F4-3Ec F4-3E-4 F4-3Ja F4-3]b F4-3]c F4-3]d F4-3Fe
(9 mg) (22mg) (6,0 mg) (5,5 mg) (4,0 mg) (5.1 mg) (89 mg) (14,8 mg) (22 mg)
Mirabiline J (55) Nétamine E (36) Nétamine Q (66)

Figure 15 : Traitement de la fraction méthanolique pour I'obtention de la mirabiline ] et des nétamines E et Q.

I1.3.2 Caractérisation structurale des métabolites secondaires

Les techniques spectrales classiques ont été employées pour l'identification des 18
métabolites isolées: l'ultraviolette (UV), I’ infrarouge (IR), la masse haute résolution
(HRMS) équipée d’une source d’ionisation par électronébulisation placée en mode positif
(ESI*) et la résonance magnétique nucléaire (RMN) monodimensionnelle (1H, 13C, DEPT
135), bidimensionnelle homonucléaire (COSY 1H-1H, NOESY, ROESY) et hétéronucléaire
(HMBC, HSQC (1H-13C et 1H-15N)).

Les résultats des analyses réalisées sont présentés ci-apres. Le choix de les traiter
par type de structure et en fonction des insaturations du systeme tricyclique, a savoir,
dans un premier temps, l'analyse structurale des alcaloides guanidiniques a noyau

aromatique type pyrimidine, puis celle des alcaloides guanidiniques insaturés en A882 et

enfin celle des alcaloides guanidiniques insaturés en A8:8b,
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Cette démarche appliquée dans un souci de clarté présente 'avantage de faciliter la
comparaison des résultats au sein d’'un méme groupe de composés.
Les spectres RMN 1H, 13C de '’ensemble des produits isolés des nétamines H-S sont

consignés dans les Annexes 1 a 39.

I1.3.2.1 Alcaloides guanidiniques a noyau aromatique type pyrimidine

Parmi les molécules isolées, six d’entre elles présentent un noyau aromatique de
type pyrimidine (Figure 16). Trois sont des composés déja connus : les mirabilines A (46)
et C (48) et la nétamine G (38) ; trois sont de structures nouvelles : les nétamines H (57),

1(58)et] (59).

Figure 16 : Squelette des alcaloides guanidiniques a noyau aromatique type pyrimidine.

En raison de leur systéme tricyclique identique, ces six composés présentaient

des données spectrales proches :

Des spectres UV semblables avec des maximums d’absorbance a 202, ~234 et ~304

nm (Figure 17).
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Figure 17 : Spectres UV des alcaloides guanidiniques tricycliques pyrimidiniques.

Des spectres RMN 13C avec de fortes similitudes notamment au niveau du cycle

pyrimidinique (Tableau VII).

Tableau VII : Déplacements chimiques 13C caractéristiques des alcaloides guanidiniques tricycliques
pyrimidiniques dans MeOD.

Position o (ppm)
Mirabiline A (46) Nétamine H (57) Nétaminel(58) Nétamine ] (59)
2 164,5 164,6 164,4 164,7
3a 176,4 176,5 176,4 176,3
8a 166,9 167,0 166,8 167,4
8b 126,3 127,5 126,8 127,5

Le tableau VII n’inclut pas les données relatives a la mirabiline C (48). Le spectre

RMN 13C de cette molécule connue n’a en effet pas été enregistré.

Par ailleurs, il est a noter que ces molécules isolées en milieu acide ont été analysées
sous leurs formes protonées, le proton pouvant étre relié aussi bien a ’azote en position 1

qu’a celui se trouvant en position 3.

NH> NH»>
3 L ® P
~NH - HN™ >N

Mirabiline A (46)

Le composé 46 ([a] %> +2,85 (c 1,30 g/100 mL)) a été isolé sous forme d’une huile

marron. Son spectre de masse HRMS en mode ESI* a révélé un ion moléculaire a

272,2132 correspondant a la formule brute C17H2¢N3 (valeur calculée : m/z 272,2127).
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La comparaison du spectre RMN 1H du composé isolé avec celui de la littérature
pour la mirabiline A, déja isolée sous forme N-acétylée, laisse supposer que 46 a pour
structure celle de la mirabiline A (Tableau VIII). Cette mirabiline acétylée a été isolée
pour la premiéere fois en 1996 d’une éponge australienne, Arenochalina mirabilis [39]. Ce
produit ayant été isolé uniquement sous sa forme N-acétylée (56), aucune donnée
spectroscopique n’est disponible pour sa forme libre. L’acétylation de 46 a alors été
tentée sans résultat. Le composé 46 s’est, en effet, décomposé avec les conditions

d’acétylation appliquées.

Mirabiline A N-acétylée (56)

Aussi, une étude approfondie des spectres RMN bidimensionnels du composé 46
a permis de conforter notre premieére identification. L’étude du spectre NOESY en
particulier révele des corrélations entre les protons H-5a (ou 2,84 ppm), H-7 (ou 2,10
ppm) et H-8 (ou 2,70 ppm) en accord avec une stéréochimie identique a celle de la
mirabiline A, a savoir cis pour les chalnes latérales.

Tableau VIII : Comparaison des déplacements chimiques RMN !H de la mirabiline A N-acétylée de la
littérature (400 MHz, CDCl3) [39] a ceux de la mirabiline A (46) libre isolée (500 MHz, CDCI3).

Su (multiplicité, J Hz)

Position
Littérature Observés
(forme acétylée) (forme libre)
3a - -
4 2,99 (dd, 17,0; 8,2) 3,05 (m)
5 1,59 (ddd, 17,0;11,7; 7,1) 1,61 (m)
2,40 (ddd, 11,9;7,1; 6,8) 2,44 (m)
5a 2,97 (dddd, 11,7 ; 11,7; 6,8;; 5,6) 2,97 (m)
6 1,84 (ddd, 12,7 ;5,6 ; 2,6) 1,84 (m)
7 2,20 (dddq, 11,7;5,4; 2,6; 7,1) 2,15 (m)
8 2,88 (ddd, 5,7;5,5; 5,4) 2,77 (m)
8a - -
8b - -
1 2,31 (ddd, 15,1;6,7;5,5) 2,42 (m)
2,45 (ddd, 15,1;6,7;5,7) 2,69 (m)
2 5,10 (brdt, 11,0, 6,7) 5,14 (m)
3 5,25 (brdt, 11,0; 6,8) 5,35 (m)
4 1,91 (m) 1,90 (m)
5 1,29 (dtq, 1,9; 7,35 7,3) 1,28 (m)
6 0,85 (t, 7,3) 0,84 (m)
1”7 1,11(d, 7,1) 1,12 (m)
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% Elucidation structurale de la mirabiline C (48)

H6H1”

Mirabiline C (48)

Le composé 48 ([a] 2; +10,00, ¢ 0,10 g/100 mL) a été isolé sous forme d’une huile

jaune pale. L’étude de son spectre HRMS obtenu en mode ESI* indique la présence d'un
ion moléculaire a m/z 272,2174 compatible avec la formule brute C17H26N3 (calculée
272,2127).

La confrontation des analyses spectrales RMN 1H de ce composé avec les données
de la littérature permet d’attribuer a 48 la structure de la mirabiline C (Tableau IX).
Cette mirabiline C a été isolée d’éponges marines d’Australie sous deux formes. Une
premiere fois, en 1996, sous sa forme N-acétylée, de I'éponge Arenochalina mirabilis

[39] ; une seconde fois, en 2010, sous sa forme libre, de I'éponge Clathria sp. [40].

Tableau IX : Comparaison des déplacements chimiques RMN 1H de la mirabiline C (48) de la littérature
(400 MHz, CDCl3) [40] et a ceux observés (500 MHz, CDCls).

Position ou (multiplicité, / Hz)
Littérature Observés
3a - -
4 3,03 (m) 3,05 (m)
2,76 (dd, 8,2, 17,8) 2,78 (m)
5 2,48 (m) 2,48 (m)
1,62 (m) 1,62 (m)
5a 2,93 (m) 2,93 (m)
6 2,10 (brt, 4,0) 2,10 (m)
0,95 (m) 0,94 (m)
7 1,92 (m) 1,91 (m)
8 2,59 (m) 2,60 (m)
8a - -
8b - -
1 2,99 (m) 3,00 (m)
2,65 (m) 2,64 (m)
2’ 5,09 (bdddd, 7,4, 10,9, 7,4) 5,06 (m)
3 5,44 (bdddd, 7,4, 10,9, 7,4) 5,45 (m)
& 2,01 (q, 7,4) 2,02 (m)
5 1,32 (dd, 7,4, 14,4) 1,32 (m)
0,88 (t, 7,3) 0,87 (t, 7,3)
1" 1,14 (d, 6,8) 1,12 (d, 6,7)
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% Elucidation structurale de la nétamine G (38)

Nétamine G (38)

Le composé 38 ([a] 2; = 18,02 (¢ 0,20 g/100mL)) est isolé sous forme d’une huile

jaune pale. La spectrométrie HRMS en mode ESI* de 38 a révélé un ion moléculaire a
m/z 274,2271, soit une formule moléculaire brute Ci7H28N3 (calculée 274,2283).
L’analyse des données de la spectrométrie de masse d'une part, et de la RMN 1H d’autre
part (Tableau X), a permis d’identifier le composé 38 comme étant la nétamine G
précédemment isolée de Biemna laboutei de Madagascar par Sorek et collaborateurs en
2006 [32].

Tableau X : Comparaison des déplacements chimiques RMN 'H de la nétamine G de la littérature
(400 MHz, CDCl3) et ceux observés pour (38) (500 MHz, CDCl3).

Position Su (multiplicité, / Hz)
Littérature Observés
3a - -
4 2,65 (dd, -) 2,65 (m)
2,95 (m) 2,95 (m)
5 1,55 (m) 1,55 (m)
2,40 (m) 2,40 (m)
5a 2,90 (m) 2,90 (m)
6 0,88 (m) 0,88 (m)
2,22 (m) 2,22 (m)
7 1,75 (m) 1,75 (m)
8 2,35 (m) 2,35 (m)
8a - -
8b - -
1 1,76 (m) 1,76 (m)
2,04 (m) 2,04 (m)
2’ 1,12 (m) 1,12 (m)
1,31 (m) 1,31 (m)
3 1,31 (m) 1,31 (m)
’ 0,89 (t,-) 0,89 (m)
1” 1,27 (m) 1,27 (m)
1,58 (m) 1,58 (m)
2" 1,31(m) 1,31 (m)
1,50 (m) 1,50 (m)
3” 0,96 (t,-) 0,96 (m)
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% Elucidation de la nétamine H (57)

Nétamine H (57)

D’aspect huileux et de couleur brune, le composé 57 ([()(]ZD5 = +54,58 (c 1,20

g/100mL) présente un spectre HMRS en mode ESI* avec un ion moléculaire a m/z 300,
2448 en accord avec la formule brute Ci9H3oN3 (calculée 300,2440). Le nombre
d’insaturation calculé a partir de la formule brute du composé non protoné (soit

C19H29N3) est de sept.

Comme pour les mirabilines A (46) et C (48) et la nétamine G (38), 'analyse des
données de la RMN mono- et bidimensionnelle 1H, 13C et 15N (Tableau XI) met en
évidence la présence d'un systeme tricyclique guanidinique incluant un hétérocycle de
type pyrimidine :

» 3 méthylénes (oc 34,2 ; 34,5; 37,1 ppm pour C-5, C-4 et C-6 respectivement),
3 méthines (oc 38,9 ; 39,8 ; 46,5 ppm pour C-5a, C-7 et C-8 respectivement),

» 2 carbones de doubles liaisons trisubstituées (& 127,5; 167,0 ppm pour C-8b et
C-8arespectivement),

2 74

» carbone quaternaire d'une fonction imine (& 176,6 ppm pour C-3a),

carbone guanidinique (Jc 164,6 ppm pour C-2),

» 3 atomes d’azote (on 78,1; 235,7 et 240,5 ppm respectivement pour N-2; N-3 et N-
1), visibles sur les spectres HSQC et HMBC 1H-15N (DMF, 600 MHz).

Y

Par ailleurs, les corrélations hétéronucléaires longue distance HMBC indiquent
clairement que le systeme tricyclique est substitué, sur les carbones en position C-7 (oc
39,8 ppm) et C-8 (& 46,5 ppm), par deux groupements alkyles comprenant un total de
neuf atomes de carbone : deux groupes CH3z (& 14,3 et 14,9 ppm); 5 groupes CHz (o
21,6;24,0;29,4; 30,8 et 38,2 ppm) et 2 groupes CH de type sp? (6c 126,7 et 133,1 ppm).
Comme pour les mirabilines A (46) et C (48), 'une des chalnes alkyles est une chaine
(Z)-hexényle. La géométrie (Z) de la double liaison a été confirmée par la corrélation

NOESY détectée entre les deux protons oléfiniques H-2’ (du 5,18 ppm) et H-3" (éu 5,39
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ppm). Le second groupe alkyle est donc un groupe propyle. Ce substituant propyle a été
déterminé d'une part, grace aux corrélations COSY observées entre H-3” (ou 1,31 ppm)
et H-2”(ou 1,31 et 1,51 ppm) et entre H-2” et H-1" (ou 1,29 et 1,65 ppm). Deux
informations supplémentaires apportées par les spectres bidimensionnels permettent
de positionner le motif propyle sur le carbone C-7 : la corrélation COSY entre H-1" (du
1,29 et 1,65 ppm) et H-7 (o1 1,79 ppm) et la corrélation HMBC entre H-6 (du 0,90 ppm)
et C-1” (¢ 38,2 ppm) (Figure 18). En conséquence le groupe hexényle a été positionné
sur le carbone C-8.

Enfin, concernant la stéréochimie relative des deux chaines latérales hexényle et
propyle, 'expérience NOESY a permis les positionner en trans. En effet, une corrélation
trés nette est observée entre les protons H-5a et H-7 (ou 2,85 et 1,79 ppm
respectivement), en revanche aucune corrélation n’est observée entre ces deux protons

et H-8 (o4 2,36 ppm).

7~ X\ 43¢ HMBC
47 N 1H'H cosy
+-~A "H-'"H NOESY

Figure 18 : Corrélations RMN 2D clés de la nétamine H (57).

La stéréochimie de 57 a été par la suite confirmée par transformation chimique.
Une hydrogénation catalytique a en effet été réalisée sur la nétamine H (Schéma 1). Le
spectre RMN 1H du produit obtenu est identique a celui de la nétamine A (32), composé
isolé de Biemna laboutei en 2006 [32] et dont la stéréochimie trans a été révisée par Yu et

al en 2008 [42].
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Tableau XI : Données de la RMN 1D et 2D pour la nétamine H (57) enregistrées dans MeOD a 500 MHz.

Position " oc COSY HMBC
(ppm) (ppm) (*H-H) (*H-2C)
1-NH - - - -
2 - 164,6 - -
2-NH; 6,45" - - -
3-N - - - -
3a - 176,5 - -
4 2,56 34,5 5 3a, 8b
2,92
5 1,54 34,2 4, 5a 3a, 8b
2,39
5a 2,85 38,9 56 4
6 0,78 37,1 5a,7 8b
2,20
7 1,79 39,8 6,8,1” 8
8 2,36 46,5 7 8a, 6
8a - 167,0 - -
8b - 127,5 - -
1 2.64 29,4 2’ 8, 8a
2,78
2’ 5,18 126,7 1,3 1,4
3’ 5,39 133,1 2,4
4 2,03 30,8 3,5 3
5’ 1,33 24,0 4,6’ 4
6’ 0,90 14,3 5 4,5
1” 1,29 38,2 7,2” 6
1,65
2° 1,31 21,5 17,3” 1”
1,51
3” 0,95 14,9 2" 17, 2"

“Déplacement chimique enregistré dans le DMF

NH,
&,
N)§NH|_|
| NS H,, Pd/C, MeOH
_—
TA, 3atm, 4 h

H H

Nétamine H (57) Nétamine A (32)

Schéma 1 : Hydrogénation de la nétamine H (57) en nétamine A (32).
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% Elucidation structurale de la nétamine I (58)

Nétamine [ (58)

Le composé 58 nommeée nétamine I a été isolé sous forme d'une huile marron ([«]

205 s'éleve a +0,47 (c 4,06 g/100 mL)). Son spectre HRMS (ESI*) présente un pic de masse

a m/z 300,2444 soit une formule brute C19H30N3 (calculée 300,2440), comme pour la

nétamine H (57) précédemment décrite.

Les données RMN 13C du composé 58 (Tableau XII) montrent de fortes similitudes
avec celles de la nétamine H (57) a I'exception des signaux attribués aux carbones C-5a,
C-6, C-7,C-8, C-2’, C-3’ et C-1". Leurs déplacements chimiques varient respectivement de
8¢ 38,9;37,1;39,8;46,5;126,7;133,1et 38,2 ppma & 40,4; 33,6;41,5;42,9;131,2;
129,3 et 36,8 ppm. L’'analyse détaillée des spectres RMN bidimensionnels de 58 révele

cependant que 58 et 57 présentent la méme structure plane.

Une expérience NOESY menée sur le composé 58 a montré des corrélations entre
les protons H-5a (du 2,90 ppm), H-7 (du 2,02 ppm) et H-8 (6u 2,82 ppm) indiquant ainsi
que ces trois protons se positionnent sur la méme face du plan moyen de la molécule.
Les deux chalnes latérales hexényle et propyle rattachées respectivement aux carbones
C-8 et C-7 présentent donc la configuration cis et non trans comme c’est le cas pour la
nétamine H (57). En outre, les distances théoriques calculées sur Chem3D entre H-7 et
H-8 sont en accord avec les corrélations observées sur les spectres NOESY :

v 2,2 A pour lisomére cis, proximité spatiale qui justifie la corrélation NOESY
observée entre H-7 et H-8 pour la nétamine I (58) ;
v" 3,0 A pour I'isomére trans, éloignement spatial qui justifie 'absence de corrélation

NOESY pour la nétamine H (57) [42].

Par ailleurs, comme pour la nétamine H (57), une géométrie Z de la double liaison

entre C-2’ et C-3’ du motif hexényle, a été attribuée a la nétamine I (58). Il est a noter
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cependant, que contrairement a la nétamine H, cette géométrie n’a pu étre déduite de
corrélations NOESY entre les protons éthyléniques H-2’ et H-3’ en raison du fort
recouvrement de leurs signaux. Cette géométrie Z a été attribuée grace aux corrélations

NOESY observées dans le DMF entre les protons H-1’ et H-4’ (Figure 19).
NH,
N)\%N@)H
)y e 77X "H.3C HMBC

|
8b
</ TNy cosy
4+~ "« "H-"H NOESY

SR
N

Figure 19 : Corrélations RMN 2D clés de la nétamine I (58).

Tableau XII : Données de la RMN 1D et 2D pour la nétamine [ (58) enregistrées dans MeOD a 500 MHz.

. o oc COSsYy HMBC
Position (ppm) (ppm) (H-1H) (1H-13C)
1-NH - - - -

2 - 164,4 -

2-NH: 6,50" - -
3-N - - -
3a - 176,4 - -
4 1,51 34,7 5 3a, 8b
2,36

5 2,59 34,8 4, 5a 3a, 8b
5a 2,90 40,4 56 3a, 8b

6 1,24 33,6 5a, 7 8b, 2”

1,87

7 2,02 41,5 6,8 -

8 2,82 42,9 7 7, 8a
8a - 166,8 - -
8b - 126,8 - -

1 2,25 29,0 8,2 8, 8a

2,54

2 5,23 131,2 1,3 5
3 5,24 129,3 2,4 1
4 1,89 30,6 3,5 3
5 1,28 23,9 4,6 4
6’ 0,86 14,3 5 5.4
1” 1,41 36,8 7,2" -

1,58

27 1,46 21,9 17,37 6

3” 0,97 14,8 27 17,2

*Déplacement chimique enregistré dans le DMF
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% Elucidation structurale de la nétamine J (59)

Nétamine | (59)

Le composé 59 a été isolé sous la forme d’une huile jaune pale ([«] 21)5 =+47,74 (c

0,53 g/100 mL). Le spectre HRMS de ce composé en mode ESI* conduit a I'observation
d’'un ion moléculaire a m/z 246,1976 compatible avec la formule brute CisH24N3
(calculée : m/z 246,1970). Le nombre d’insaturations calculé a partir de la formule brute

du composé non protoné (soit C1sH23N3) est de six.

L’analyse des données RMN a permis de construire sans équivoque le noyau

tricyclique de la molécule incluant un hétérocycle type pyrimidine (Tableau XIII):

» 3 méthylénes (oc 34,2 ; 34,4 ; 37,4 ppm respectivement pour C-5, C-4 et C-6),

3 méthines (oc 38,8 ; 39,4 ; 47,2 ppm respectivement pour C-5a, C-7 et C-8),

» 2 carbones de doubles liaisons trisubstitués (oc 127,5; 167,4 ppm respectivement
pour C-8b et C-8a),

» carbone quaternaire d'une fonction imine (& 176,3 ppm par C-3a),

Y

carbone guanidinique (Jc 164,7 ppm pour C-2),
» 3 atomes d’azote (on 78,3 ; 240,5 et 235,3 ppm respectivement pour N-2, N-3 et N-
1).

Y

Par ailleurs, les corrélations hétéronucléaires a longue distance HMBC indiquent
que le systéme tricyclique est substitué en position C-7 (&c 39,4 ppm) et C-8 (& 47,2
ppm) par deux groupements alkyles :
v Un groupement propyle en C-7, comme pour les nétamines H (57) et I (58)
v Un groupement éthyle en C-8, a la différence des nétamines H (57) et [ (58) qui
portent un motif hexényle en C-8.
Le motif éthyle a été déterminé grace a la carte HMBC 1H-13C sur laquelle peuvent
étre observées des corrélations entre les protons H-2' (o4 0,79 ppm) du carbone

meéthylénique C-2’ et les carbones C-1’ (6c 24,4 ppm) et C-8 (6c 47,2 ppm) (Figure 20).
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En outre, les corrélations observées sur le spectre NOESY positionnent les
protons H-5a (du 2,90 ppm) et H-7 (o1 1,79 ppm) sur une méme face du plan moyen de
la molécule et H-8 (du 2,28 ppm) sur la face opposée. Les deux chalnes latérales, éthyle

et propyle ont, en conséquence, une configuration trans (Figure 20).

7~ H-13Cc HMBC
47 N4 H cosy
4+~ "« "H-"H NOESY

Figure 20 : Corrélations RMN 2D clés de la nétamine J (59).

Tableau XIII : Données de la RMN 1D et 2D pour la nétamine ] (59) enregistrées dans MeOD a 500 MHz.

. Oon & COSY HMBC
Position (ppm) (ppm) (tH-1H) (1H-55C)
1-NH - - - -
2 - 164,7
2-NH2 6,43" -
3-N -
3a - 176,3 - -
4 2,57 34,4 5 3a, 8b
2,93
5 1,53 34,2 5a, 4 3a,8b
2,40
5a 2,90 38,8 56 4
6 0,78 37,4 5a,7 8b
2,21
7 1,79 39,4 6,8 1"
8 2,28 47,2 7,1 1’
8a - 167,4
8b - 127,5 - -
1’ 1,79 24,4 8,2 2’, 8a
2,13
2 0,79 9,8 1 1’
1” 1,26 38,4 7,2" 3”
2" 1,33 21,4 1”,3” 3”
1,54
3” 0,96 14,9 27 2”1

"Déplacement chimique enregistré dans le DMF

I11.3.2.2 Alcaloides guanidiniques a noyau insaturé en A8 8a

Parmi les molécules isolées, cinq d’entre elles présentent un noyau insaturé en

A88a (Figure 21). L'une des structures est connue. Il s’agit de la mirabiline F (51); quatre

sont de structures nouvelles : les nétamines K (60), L (61), M (62) et N (63).
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Figure 21 : Squelette des alcaloides guanidiniques a noyau insaturé en A8.8a,

En raison de leur systéme tricyclique identique, ces cinq composés présentent des

données spectrales tres similaires :

Des spectres UV semblables avec des maximums d’absorbance a 202 et ~232

nm (Figure 22).

Mirabiline F (51) Nétamine K (60) Nétamine L (61)
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Figure 22 : Spectres UV des alcaloides guanidiniques tricycliques insaturés en A8.8a,

Des spectres RMN 13C avec de fortes similitudes notamment au niveau des

carbones C-3a, C-8 et C-8a (Tableau XIV).

Tableau XIV : Déplacements chimiques 13C caractéristiques des alcaloides guanidiniques tricycliques a
noyau insaturé en A8 .82 dans MeOD.

Positi c (ppm)
osition
Nétamine K (60) Nétamine L (61) Nétamine M (62) Nétamine N (63)
3a 55,0 55,1 55,1 55,1
8 129,3 127,0 127,2 128,2
8a 122,7 123,4 123,2 122,9
8b 37,5 37,9 37,6 37,4
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Des spectres RMN 1H similaire au niveau des protons H-3a et H-8b (du ~3,80
ppm et ~2,62 ppm respectivement) (Tableau XV).

Tableau XV : Déplacements chimiques 1H caractéristiques des alcaloides guanidiniques tricycliques a
noyau insaturé en A8 82 dans MeOD.

Position i (ppm)
Nétamine K (60) Nétamine L (61) Nétamine M (62) Nétamine N (63)
3a 3,80 3,82 3,83 3,80
8 2,60 2,62 2,62 2,62

Comme pour la série des alcaloides guanidiniques tricycliques au noyau type
pyrimidine, ces molécules ont été isolées en milieu acide et donc analysées sous leur

forme protonée.

¢ Elucidation structurale de la mirabiline F (51)

Mirabiline F (51)

Le composé 51 ([a] ZDS = +13,13 (c 0,53 g/100 mL) a été isolé sous forme d’'une

huile jaune pale. La spectrométrie HRMS en mode ESI* de 51 a révélé un ion moléculaire

am/z 246,1958 soit une formule moléculaire brute C1sH24N3 (calculée 246,1970).

L’analyse des données de la spectrométrie de masse d’une part, et de la RMN H
d’autre part (Tableau XVI), a permis d’identifier le composé 51 comme étant la
mirabiline F. Cette mirabiline a été isolée une premieére fois en 1996, sous sa forme N-
acétylée d'une éponge australienne nommée Arenochalina mirabilis [39], puis isolée de

nouveau sous sa forme libre d’'une éponge du genre Clathria [32].
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Tableau XVI : Comparaison des déplacements chimiques RMN H de la mirabiline F de la littérature
(600 MHz, CDCl3) [40] a ceux observés (51) (500 MHz, CDCls).

Position Su (multiplicité, ] Hz)
Littérature Observés
3a 3,76 (brs) 3,77 (m)
4 1,99 (m) 2,00 (m)
1,49 (m) 1,49 (m)
5 2,16 (m) 2,19 (m)
1,73 (m) 1,71 (m)
S5a 2,48 (m) 2,46 (m)
6 1,99 (m) 1,99 (m)
1,64 (m) 1,63 (m)
2,72 (m) 2,71 (m)
8b 2,57 (m) 2,56
1 6,22 (d, 15,5) 6,35 (m)
2 5,71 (dt, 6,4; 15,5) 5,71 (m)
3 2,16 (m) 2,19 (m)
4 1,01 (t,7,2) 1,03 (t,7,2)
1”7 1,18 (d, 7,2) 1,17 (d, 7,2)

0,

% Elucidation de la nétamine K (60)

Nétamine K (60)

D’aspect huileux et de couleur marron, le composé 60 ([a] ZDS = +45,00 (¢ 0,10

g/100 mL) dont le spectre HMRS en mode ESI* affiche un ion moléculaire a m/z
248,2119 a une formule brute de CisHzsN3 (calculée 248,2127). Le nombre
d’insaturations calculé a partir de la formule brute du composé non protoné (soit

C15H25N3) est de cing.

L’analyse des données de la RMN mono et bidimensionnelle 'H, 13C et 15N
(Tableau XVII) met en évidence la présence d'un systéme tricyclique guanidinique
incluant un noyau insaturé en A88a:

» 3 méthylénes (6 37,2 ; 27,7 ; 29,5 ppm pour C-4, C-5 et C-6 respectivement,

» 4 méthines (& 55,0; 35,5; 36,6 et 37,5 ppm pour C-3a, C-5a, C-7 et C-8b
respectivement),

» 2 carbones de doubles liaisons trisubstituées (& 129,3; 122,7 ppm pour C-8 et C-8a
respectivement),

» carbone guanidinique (& 153,4 ppm pour C-2)
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» 3 atomes d’azote (on 71,0 ; 87,8 et 98,3 ppm respectivement pour N-2; N-3 et N-1),

visibles sur les spectres HSQC et HMBC 1H-15N (DMF, 600 MHz).

Par ailleurs, les corrélations COSY et HMBC indiquent clairement que le systéme
tricyclique est substitué aux positions C-7 (oc 36,6 ppm) et C-8 (& 129,3 ppm) par deux
groupements alkyles comprenant un total de cinq atomes de carbone : deux groupes CHz
(& 13,6 et 14,5 ppm) et 3 groupes CHz (oc 22,0 ; 22,6 et 36,5 ppm). Le premier groupe
alkyle relié au carbone 8 est un groupe éthyle. Il a été établi a I'aide des corrélations
HMBC entre H-2’ (61 1,03 ppm) et les carbones C-1’ (& 22,0 ppm) et C-8 (¢ 129,3 ppm).
Le second groupe alkyle est un groupe propyle. Ce substituant propyle a été déterminé
grace aux corrélations COSY observées de H-3” (ou 0,96 ppm) a H-6 (1,60 et 1,90 ppm).
Une corrélation HMBC entre le proton H-7 (Ju 2,21 ppm) et C-8 (& 129,3 ppm) ont

permis de relier ces deux atomes.

Enfin, 'expérience NOESY révele des corrélations entre H-3a (ou 3,80 ppm) et H-
8b (ou 2,60 ppm), entre H-8b (u 2,60 ppm) et H-5a (o1 2,52 ppm), et entre H-5a et H-7
(ou 2,21 ppm). De ces informations, on peut en déduire que les protons H-3a, H-5a, H-7

et H-8b se trouvent sur la méme face du plan moyen de la molécule (Figure 23).

7~ H-3C HMBC
47 N TH-'H cosy
+-~A "H-"TH NOESY

Figure 23 : Corrélations RMN 2D clés de la nétamine K (60).
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Tableau XVII : Données de la RMN 1D et 2D pour la nétamine K (60) enregistrées dans MeOD a 600 MHz.

. o oc COSsy HMBC
Position (ppm) (ppm) (H-1H) (1H-13C)
1-NH - - - -
2 - 153,4
2-NH: -
3-NH - - - -
3a 3,80 55,0 8b, 4 5, 8a
4 1,45 37,2 33,5 -
1,99
5 1,64 27,7 4, 5a 5a, 8b
1,77
5a 2,52 35,5 56 8a
6 1,60 29,5 5a,7 8
1,90
7 2,21 36,6 6,1” 8
8 - 129,3 - -
8a - 122,7 - -
8b 2,60 37,5 3a 8a
1 2,21 22,0 2
2 1,03 13,6 1
1” 1,32 36,5
1,68 7
27 1,34 22,6 1”7 1”7
1,57
3” 0,96 14,5 27 2”,1”

0,

% Elucidation structurale de la nétamine L (61)

Nétamine L (61)

Le composé 61 ([a] 2; = +44,79 (c 1,46 g/100mL)) affiche un ion moléculaire a

m/z 302,2592 sur son spectre HMRS en mode ESI*, ce qui est en accord avec la formule
brute Ci9H32N3 (calculée 302,2591). Le nombre d’insaturations calculé a partir de la

formule brute du composé non protoné (soit C19H31N3) est de six.

L’analyse des données de la RMN mono- et bidimensionnelle 1H et 13C (Tableau
XVIII) met en évidence la présence d'un systeme tricyclique guanidinique au noyau
insaturé en A88a;:

» 3 méthylénes (6¢ 33,2 ; 27,6 ; 28,8 ppm pour C-4, C-5 et C-6 respectivement,
» 3 méthines (6 55,1; 35,5; 37,0 ppm pour C-3a, C-5a et C-7 respectivement),
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