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Introduction



Introduction générale

Depuis plus d’'une quinzaine d’années la recherche sur le cancer s’intensifie et de nouvelles
thérapeutiques ont vu le jour permettant de grandes avancées dans le traitement de cette pathologie.
Cependant, le nombre de victimes du cancer reste fortement élevé avec pres de 8,8 millions de morts
en 2015 [1] et une prévision de 70% de nouveaux cas détectés dans les deux prochaines décades [1].

Dans ce contexte, de nombreux laboratoires axent leurs recherches sur le développement de nouveaux
traitements anti-cancéreux. Une partie des thématiques de notre laboratoire s’oriente vers la
recherche de composés cytotoxiques innovants en concentrant ses investigations vers des produits
d’origine naturelle. En effet, selon Newman et Cragg, 77% des médicaments anti-cancéreux mis sur le
marché entre les années 1940 et 2014 (hormis les composés de haut poids moléculaires comme les
vaccins et produits biologiques) sont directement obtenus a partir de sources naturelles ou en sont
inspirés [2].

Plus particulierement, les sources biologiques étudiées lors de ce travail sont des lichens. Ces
organismes sont issus de la symbiose entre un photobiote (algue verte ou cyanobactérie) et un
mycobiote (champignon) ce qui leur conféere des propriétés de production de métabolites originaux
[3,4]. Ce sont également des organismes constituant une niche écologique trés importante au sein de
laguelle de nombreux micro-organismes associés vont étre retrouvés. Ces especes microbiennes tres
peu étudiées peuvent mener a la découverte de nouvelles espéces ayant un intérét potentiel dans
I'identification de nouveaux composés avec des propriétés pharmacologiques intéressantes. Un grand
nombre de bactéries ont déja été isolées a partir de lichens par le biais d’une approche indépendante
de la culture (résumée par Suzuki et al, [5]) ou par une approche dépendante de la culture [6,7].

Ainsi, les précédents travaux de Delphine Parrot réalisés sur trois lichens marins/maritimes (Roccella
fuciformis, Lichina confinis et L. pygmaea) et une espece de lichen terrestre (Collema auriforme) ont
permis d’isoler 247 souches bactériennes représentant 95 espéces différentes associées a ces lichens
[6]. Les trois principaux phyla bactériens représentés par ces especes sont les Alphaproteobactéries,
les Actinobactéries et les Firmicutes.

L'intérét biotechnologique des Actinobactéries n’est aujourd’hui plus a démontrer. En effet de
nombreuses souches issues de ce phylum sont a I'origine de la production de molécules bioactives
représentant ainsi 45% des produits actifs connus d’origine microbienne [8]. Ces bactéries sont
également fréquemment utilisées pour leurs capacités biosynthétiques pouvant étre améliorées par
génie métabolique [9]. C'est pourquoi nous avons en premier lieu porté notre intérét sur une souche
a activité cytotoxique issue du phylum des Actinobactéries, identifiée comme Nocardia sp., isolée a
partir d’un lichen terrestre, Collema auriforme.

Les lichens du genre Collema sont des cyanolichens ce qui signifie que le photobiote de I'association
est une cyanobactérie. Dans le cas de Collema auriforme c’est une cyanobactérie du genre Nostoc,
connue pour sa capacité a fixer I'azote atmosphérique, qui est impliquée dans la symbiose, apportant
ainsi une importante quantité d’azote pour les autres partenaires symbiotiques. Les bactéries
épithallines se trouvent donc libres d’exploiter cet azote disponible pour la synthése de composés
azotés a des fins de signalisation entre bactéries ou avec les autres organismes symbiotiques ou encore
pour la production de composés visant une régulation de la population (antibiotiques, cytotoxiques).

Nous avons donc focalisé nos recherches sur ce type de composés puisque, lorsque I'on regarde de
plus prés les structures des composés bioactifs d’origine naturelle, nous retrouvons couramment des



structures azotées, représentées notamment par les alcaloides. Ces molécules possédent des activités
dans divers domaines par exemple dans celui des antibiotiques avec les B-lactamines, dans les anti-
parasitaires avec les amino-quinoléines, dans les médicaments agissant sur le systéeme nerveux central
avec les morphiniques ou les benzodiazépines et bien évidemment dans le domaine des médicaments
anti-cancéreux avec par exemple les alcaloides de la pervenche (vinblastine, vincristine, etc...). Le sujet
de cette étude a donc été I'obtention de nouveaux composés azotés bioactifs et pour y répondre nous
avons orienté nos travaux selon deux axes: l'obtention de ce type de composés par la voie de
I'isolement de produits naturels, et par la voie de la synthése.

Dans le but de découvrir de nouveaux composés d’intérét pharmaceutique, les objectifs de ce travail
seront divisés en trois chapitres qui seront successivement développés dans ce manuscrit :

Tout d’abord le premier chapitre présentera le travail d’isolement et de profilage chimique
réalisé a partir d’une souche bactérienne isolée d’un lichen. Aprés une partie 1 décrivant les lichens et
leurs bactéries associées, les travaux effectués sur la souche sélectionnée seront divisés en 4 parties.
La partie 2 présentera les travaux d’optimisation des conditions de culture de la souche, et ceci
notamment par 'utilisation d’un plan d’expérience. Par la suite, la partie 3 décrira une étude compléte
du profil chimique de la bactérie et I'isolement des composés produits. Un ciblage des composés
responsables de I'activité a été effectué par I'utilisation des réseaux moléculaires et par analyse
chimiométrique, ce qui constituera la partie 4. Enfin la partie 5 présentera une maniere différente
d’accéder a des composés actifs par un fractionnement bioguidé par chromatographie par partage
centrifuge.

Le deuxiéme chapitre décrira un travail portant sur I’étude de la relation lichen-bactérie réalisé
par le biais d’études de biotransformation et de I'effet de composés lichéniques sur le métabolisme et
la croissance bactérienne. En effet plusieurs travaux ont été réalisés sur les micro-organismes associés
aux lichens mais la nature de cette relation n’est pas encore expliquée [10,11]. Une premiére partie
présentera les différents types de relations existants entre les organismes, les modes de
communications développés par ces organismes notamment par la voie chimique et des travaux de
biotransformation effectuée a partir de souches bactériennes. La partie 2 développera les études
portant sur I'effet de I'acide usnique sur des bactéries associées a des lichens et sur les essais de

biotransformation de composés lichéniques par ces bactéries.

Le troisieme chapitre présentera les méthodes de synthese étudiées pour obtenir des
composés azotés bioactifs d’origine naturelle. Aprés un survol des différentes méthodes de synthése
décrites dans la littérature présenté dans la partie 1, les résultats des travaux de synthése seront
détaillés dans la partie 2.
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A. Les bactéries associées aux lichens

1. Le point de départ : les lichens

Tout commence avec cet organisme surprenant qu’est le lichen, symbiose de deux partenaires définis
possédant chacun un réle dans la vie de I'organisme. Cette association apporte de nombreuses
propriétés a I'organisme, a commencer par une résistance exceptionnelle a des conditions climatiques
extrémes (sécheresse, vents violents, froid...) ainsi qu’une longévité impressionnante. Les lichens
vivent facilement plusieurs décennies et peuvent méme atteindre plusieurs siécles... On peut retrouver
des lichens sur a peu prés tous types de substrat : les lichens épiphytes qui colonisent les arbres et
autres plantes, les lichens saxicoles qui recouvrent la surface de roches, murs, tuiles ; les lichens crypto-
endolithes vivant sous les roches ; les lichens corticoles qui se développent sur les écorces ; les lichens
terricoles et humicoles que I'on retrouve sur les pelouses ; etc...

a. Ladistribution des réles entre les principaux partenaires symbiotiques

Le premier partenaire, sur lequel s’appuie la classification des lichens, est appelé mycobiote ou
mycosymbiote. Le second appelé photobiote ou photosymbiote peut étre une algue verte et/ou une
cyanobactérie.

Le mycobiote, comme son nom l'indique, est un champignon qui représente pres de 80% de la
biomasse du lichen. Dans 99% des cas, il appartient a la branche des Ascomycétes et plus
particulierement au subphylum des Pezizomycotina et pres de 50% des ascomycéetes sont lichénisés.
Les autres lichens sont issus de I’association d’un Basidiomycéte ou plus rarement d’'un Deutéromycéte
avec un photobiote [12].

Il posséde des capacités protectrices envers I'organisme photosynthétique, en formant une couche
d’hyphes dense qui limite I'exposition des cellules algales aux conditions climatiques. Il est aussi
responsable de la formation de poils et/ou rhizines qui ont généralement un réle de fixation au support
mais qui peuvent également protéger I'organisme. Ce n’est pas son seul atout, ce champignon est
capable d’apporter une certaine humidité aux cellules algales ainsi que des sels minéraux nécessaires
a leur survie. Enfin, il est également I'organisme capable de reproduction sexuée et asexuée au sein
du lichen [12].

Le photobiote, quant a lui, est capable de photosyntheése. Il apporte donc certains nutriments issus de
cette réaction, notamment le carbone. Ce partenaire a été moins étudié et il est difficilement identifié
(seulement 2% de photobiotes identifiés jusqu’au rang de I'espéce) car ses caracteres morphologiques
sont fortement modifiés au sein de la symbiose avec le mycobiote. Son identification nécessite alors
de le cultiver de fagon indépendante. On sait cependant que la majeure partie des associations
lichéniques (85%) sont faites avec des chlorophytes (algues vertes). Les principales classes ainsi
retrouvées dans les lichens sont les Charophycées, les Chlorophycées, les Ulvophycées et les
Trebouxiophycées. Les genres les mieux représentés au sein de la symbiose lichénique sont les genres
Trebouxia avec une vingtaine d’espéces recouvrant environ 50% des lichens et le genre Trentepohlia.
Au sein du genre Verrucaria, certains lichens sont issus d’une association d’un ascomycéte avec une
Xanthophycée (algue rouge), la seule algue non verte retrouvée au sein de la symbiose lichénique
[12,13].
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Figure 1: Schéma représentant les interactions entre les principaux partenaires de la symbiose lichénique
(http://labopathe.free.fr/symbioses.html)

Le photobiote peut également étre une cyanobactérie (10% des cas). Les ordres les plus représentés
sont alors les Chroococcales, les Stigonémales, les Pleurocapsales et majoritairement les Nostocales
avec le genre Nostoc. Ce type de partenaire apporte alors un intérét nouveau du fait de sa capacité
nitrophile, il peut fixer I'azote atmosphérique et le rendre ainsi disponible sous forme organique pour
les autres partenaires [13].

On retrouve également certaines situations tripartites (5% des espéeces lichéniques) ol le mycobiote
est alors associé a une algue et une cyanobactérie. Les cyanobactéries sont alors hébergées dans une
structure particuliére appelée céphalodie qui peut étre a I'intérieur ou a I'extérieur du thalle.

Enfin, depuis déja la moitié du 20°™® siécle un troisiéme partenaire est décrit dans cette association. Il
s’agit de I'ensemble des bactéries vivant au sein du thalle, appelé bactériobiote ou communauté
bactérienne associée [14]. lls seront décrits plus loin dans ce manuscrit (2. p.11). D’autres organismes
ont pu étre identifiés au sein de la symbiose lichénique, les levures de type Cyphobasidiales ont par
exemple été décrites également comme le troisieme partenaire de |'association par Toby Spribille et
al. [15]. Finalement, on se retrouve bien ici en présence d’un organisme multi-partite qui est définit
comme un réseau symbiotique par Martin Grube (communication personnelle).
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b. Le décor:le thalle lichénique

La singularité de I'association lichénique donne naissance a une structure totalement nouvelle et
différente de celles des différents partenaires symbiotiques. Les lichens se présentent sous forme de
thalle par conséquent ils sont dépourvus de tiges, feuilles et racines et ils ne sont pas vascularisés.

A I’échelle macroscopique les thalles lichéniques peuvent avoir de nombreux aspects différents ce qui
témoigne de la grande diversité de ces organismes. Les formes les plus couramment retrouvées
sont [13]:

- Les thalles crustacés qui pénetrent profondément dans le substrat au point de parfois en étre
indissociables (Figure 2-a)).

- Les thalles squamuleux ressemblent a de petites écailles imbriquées les unes dans les autres
(Figure 2-b)).

- Les thalles foliacés sont en forme de feuille ou de lame, ils sont facilement détachables de leur
substrat (Figure 2-c)).

- Les thalles fruticuleux forment des tiges plus ou moins ramifiées, dressées ou pendantes et
reliées au substrat par une attache (Figure 2-d)).

N

- Les thalles gélatineux, généralement représentés par les lichens a cyanobactérie, sont
gélatineux lorsqu’ils sont humidifiés et noirs et cassants lorsqu’ils sont secs (Figure 2-¢)).

- Les thalles Iépreux ressemblent a de la poudre facilement détachable du substrat (Figure 2-f)).

- Les thalles composites sont divisés en deux parties: le thalle primaire qui adhere
généralement au substrat peut étre crustacé, squamuleux ou foliacé et le thalle secondaire qui
se développe par-dessus peut étre fruticuleux et dressé (Figure 2-g)).

Figure 2 : Photographies des différents types de thalles lichéniques : a) Caloplaca marina, thalle crustacé ; b) Normandina pulchella, thalle
squamuleux ; c) Xanthoparmelia conspersa, thalle foliacé ; d) Evernia prunastri, thalle fruticuleux ; e) Collema auriforme, thalle gélatineux ;
f) Chrysothrix candelaris, thalle Iépreux ; g) Cladonia fimbriata, thalle composite
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A I’échelle microscopique les différents partenaires sont agencés d’une facon particuliére de maniére
a exploiter au mieux leurs ressources et pour optimiser les échanges. Deux structures sont
classiquement décrites [13] :

- Les thalles homéomeres ou les deux partenaires sont répartis uniformément au sein de la
structure (Figure 3). C’est le cas par exemple des lichens du genre Collema.

- Les thalles hétéromeres ou les partenaires vont se rassembler par couches et former ainsi
des structures stratifiées ou radiées. La couche la plus extérieure, cortex supérieur, est
constituée d’hyphes trés serrés constituant ainsi une barriére protectrice pour la seconde
couche, la couche algale, ou les cellules algales (gonidies) sont mélées a des hyphes plus
relachés. La couche suivante, la médulle, est constituée d’hyphes encore plus laches et
enfin, le cortex inférieur (ou cordon axial dans le cas des structures radiées), est composé
d’hyphes resserrés (Figure 4). Cette catégorie représente de nombreux lichens. Nous
pouvons par exemple citer les genres Lobaria ou Usnea.

Figure 4: Schéma de la structure des thalles
hétéroméres; c: cortex supérieur, g: gonidies, m:
médulle, ch : cortex inférieur ou cordon axial (d’qpres
Ozenda et Clauzade, « Les lichens : Etude biologique et
flore illustrée ») [13]

Figure 3: Schéma de la structure des thalles
homéomeéres ; g: gonidies Nostoc, m : mucilage, h:
hyphes (d’qprés Ozenda et Clauzade, « Les lichens : Etude
biologique et flore illustrée ») [13]

De nombreuses autres structures sont présentes sur les thalles lichéniques ayant diverses fonctions
dont les organes de reproduction.

c. Lareproduction

Les lichens sont des organismes cryptogames, ce qui signifie que leurs organes reproducteurs sont
« cachés ». En réalité, il existe plusieurs modes de reproduction chez les lichens : la multiplication
végétative, la reproduction sexuée et asexuée.
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La multiplication végétative se produit a n‘importe quel endroit du thalle par fragmentation ou par la
formation d’isidies ou de soralies. Les isidies sont de petits bouts de cortex qui se détachent du thalle.
IIs contiennent des cellules algales ainsi que des morceaux de thalle fongique et sont enveloppés d’une
membrane protectrice constituée de thalles fongiques enchevétrés (Figure 5). Les soralies sont des
structures granuleuses du thalle qui s'ouvrent et libérent un enchevétrement de cellules algales et
fongiques (non protégées par une membrane) appelées sorédies. [16]

%% -~ sorédies

~ G~ COMteX supérieur
. ‘.'.“ —-couche alguale

"_Sfrv —médulle
vTE_cortex inférieur

Soralies

Figure 5 : Schéma d’isidies Figure 6 : Schéma de soralie

La reproduction asexuée est réalisée par le mycobiote. Ainsi, des structures appelées pycnides (Figure
7) sont formées au niveau des hyphes et libérent des conidies ou pycnidiospores produites par mitose.
[13,16]

Figure 7 : Schéma de pycnide : A : coupe verticale de pycnide de Parmelia physodes (x 700), c : cortex du thalle ; m : médulle ;
cph : filaments conidiophores tapissant la cavité de la pycnide, cn : conidies libérées par I'ostiole ; B : coupe verticale d’une
conidie (x 120) (d’qprés Ozenda et Clauzade, « Les lichens : Etude biologique et flore illustrée ») [13]

La reproduction sexuée est également assurée par les hyphes fongiques. Les structures responsables
de cette mission sont appelées des ascocarpes. On distingue deux types. D’une part, les apothécies
(Figure 8), en forme de coupole dont I'intérieur est recouvert par un tissu fertile appelé hyménium. Ce
tissu est constitué par des asques contenant les spores et des paraphyses stériles. D’autre part, les
péritheces (Figure 9), en forme de déome ouvert au sommet par un pore ou ostiole. Ces derniers
contiennent un tissu fertile appelé nucleus qui est constitué par des asques et paraphyses. Les spores
ainsi libérés sont uniquement des cellules fongiques qui perpétueront I'organisme lichénique apres
avoir trouvé leur associé algal. [13]

10
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Figure 8: Schéma d’une apothécie de Leptogium hildebrandii, A :
coupe verticale avec le thalle, hy : hymenium, r : rebord de I'apothécie,
rh : rhizines, th : thalle ; B : agrandissement de I’encadré, rth : bord
thallin, c : cortex, g : gonidies, rp : rebord propre, e : extrémité des
paraphyses épaissies formant I’épithécium, a : asques, p : bases des
paraphyses, hyp : hypothécium (d’qprés Ozenda et Clauzade, « Les
lichens : Etude biologique et flore illustrée ») [13]

Figure 9 : Schéma d’un périthéce de Thelopsis isiaca, rth :
enveloppe thalline, g : gonidies, c : cortex, pth : pyrénium,
o : ostiole, hy: hyménium, a: asques contenant les
spores, p : paraphyse (d’qprés Ozenda et Clauzade, « Les
lichens : Etude biologique et flore illustrée ») [13]

2. Les personnages principaux : les micro-organismes isolés

Comme dit précédemment, les champignons et les algues ne sont pas les seuls habitants de cette terre
d’accueil gu’est le lichen. Les associations tripartites ont d’abord été mises en évidence dans les années
1920, révélant la possibilité de trouver en association au sein du lichen le champignon, I'algue et la
cyanobactérie. Puis au fur et a mesure des années, différents genres bactériens ont été identifiés a
partir des lichens [17,18] ainsi que divers champignons et levures. Ce qui a ainsi démontré |'existence
d’un microbiome spécifique du thalle lichénique. Le bénéfice des associations entre organismes
procaryotes et eucaryotes a déja été prouvé notamment au sein de la symbiose rhizobium-fabacées
[19], mais dans le cadre de la symbiose lichénique les conditions de cette cohabitation ne sont pas
réellement expliquées ce qui a motivé les travaux sur les bactéries associées aux lichens.

a. Quisont-elles?

Les bactéries appartiennent au régne des procaryotes ce qui signifie que ce sont des organismes
unicellulaires (le plus souvent) dépourvus de noyaux par opposition aux eucaryotes. Les premieres
bactéries ont été observées par Antoine van Leeuwenhoek en 1675 avec le microscope qu’il avait
inventé. Il les appelle alors des animalcules [20,21]. Ces organismes sont plus ou moins étudiés au
cours des années qui ont suivi. On établit alors I’hypothése qu’ils sont produits lors de la putréfaction
de la matiére organique par génération spontanée. Plusieurs scientifiques vont s’opposer a cette
théorie. Nous pouvons citer par exemple Lazzaro Spallanzani qui réalise des expériences entre des
milieux laissés a I'air et des milieux chauffés, isolés de maniere étanche dans lesquels la prolifération

11
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est limitée [22]. Mais les grandes avancées en matiere de bactériologie sont réellement réalisées par
Louis Pasteur au cours du XIXe siecle. Il étudie alors les milieux de culture bactériens et décrit les
réactions de fermentation lactique en excluant ainsi définitivement la théorie de la génération
spontanée. Les travaux sur le réle des bactéries dans la propagation de certaines maladies ont été
initiés par Robert Koch et ses études sur la maladie du charbon (1876). lls ont été appuyés par les
travaux que Pasteur réalise en paralléle sur la vaccination [22].

Ehrenberg fut le premier a introduire le terme « bactérie » en donnant sa classification en 1838 dans
son grand ouvrage « Die Infusionstierchen als volkommene Organismen » [21]. Le terme « protiste »
est ensuite utilisé par Haeckel pour désigner ce qui n’appartient ni au regne animal, ni au régne végétal
[23]. Ce n’est qu’en 1925 que le terme « procaryote » fut utilisé avec les travaux d’Edouard Chatton
dans son article « Pansporella perplexa : Réflexions sur la biologie et la phylogénie des Protozoaires ».
Il différencie alors les protistes eucaryotes (organismes a cellule avec noyau) et les protistes
procaryotes (organismes a cellule sans noyau) [20].

Aujourd’hui le regne des eucaryotes regroupe les animaux, les végétaux, les champignons et les
protistes. Le regne des procaryotes, quant a lui, rassemble les bactéries et les archées.

De facon générale, une bactérie est donc une cellule sans noyau, dont le matériel génétique est
regroupé dans un ADN chromosomique circulaire présent dans le cytoplasme. De fagon récurrente on
trouve également de I’ADN extra-chromosomique dans des petites structures isolées appelées
plasmides. L'ensemble de la bactérie est recouvert d’'une membrane complexe dont la composition
varie en fonction de I'espéce. Elle peut étre également dotée d’organes de mobilité comme des cils ou
des flagelles (Figure 10) [24].

On peut différencier différents types de bactéries par leurs caractéristiques morphologiques. Par
exemple il existe des bactéries dites a Gram positif ou Gram négatif qui réagiront de facon différente
alacoloration de Gram. Cette technique consiste en l"utilisation d’un colorant qui ne pénétre que dans
un seul type de membrane bactérienne. Ainsi, on différencie les bactéries a Gram positif dont Ia
membrane est uniqguement constituée de nombreuses couches de peptidoglycanes, et les bactéries a
Gram négatif qui possedent une unique couche de peptidoglycanes recouverte d’'une membrane
externe constituée de lipopolysaccharide, empéchant la pénétration du colorant (Figure 11) [25].

GRAM-NEGATIVE GRAM-POSITIVE
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Hibosomes
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Figure 10 : Schéma d’une bactérie (© LadyofHats, Figure 11 : Schéma des différents types de membranes bactériennes

Wikipédia, DP) (Banque d’images 123RF)
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Elles peuvent également étre classifiées en fonction de leur morphologie : cocci, bacilles, coccobacilles,
etc... (Figure 12)
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Figure 12 : Classification des différents types bactériens en fonction de leur morphologie (Site Antibio-responsable.fr,
classification des bactéries)

b. Mise en scéne bactéries-lichens

La proportion de bactéries constituant le microbiome lichénique a été évaluée a I'aide de différentes
techniques in situ ou par isolement. Cardinale et al. ont réalisé une estimation du nombre de nos
protagonistes au sein du thalle lichénique de Cladonia arbuscula par FISH/CLSM (Hybridation in situ en
fluorescence couplée a de la microscopie confocale). Ce procédé a montré la présence de 6.10’
bactéries/gramme de lichen [26]. Les études qui ont suivi, décrites par Grube et al., ont évalué de la
méme maniére de 10* & 10° bactéries/mm?3 de lichen au sein de Cladonia arbuscula, Lecanora polytropa
et Umbilicaria cylindrica [14]. L'estimation du nombre d’unités formant colonie (UFC) réalisée par
isolement des souches bactériennes sur ces trois lichens a confirmé |'ordre de grandeur de ces valeurs
avec entre 10* et 10’ UFC/gramme de lichen [14]. Plus récemment, une étude méta-protéomique,
réalisée sur Lobaria pulmonaria a attribué 27% des protéines totales extraites au partenaire bactérien
[27]. Par conséquent, ces études démontrent dans un premier temps que la présence de bactéries
dans le thalle lichénique n’est pas anodine, et dans un deuxieme temps elles caractérisent les
principaux phyla bactériens rencontrés et leurs proportions. De cette maniére, il a été établit que les
Protéobactéries avec une plus forte représentation des Alphaprotéobactéries (60%), les
Actinobactéries et les Firmicutes (moins de 10%) sont le plus impliquées dans la relation lichen-
bactérie [26,27].

La répartition des partenaires bactériens au sein du lichen dépend du type de thalle auquel on
s’intéresse. Ainsi, Cardinale et al. ont pu mettre en évidence par microscopie confocale a laser une
localisation préférentielle des bactéries a I'intérieur du thalle cylindrique de Cladonia arbuscula [26].
Sur le thalle « leaf-like » de Lobaria pulmonaria ce sont principalement des a-protéobactéries qui vont
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étre observées par images obtenues par FISH. Celles-ci sont dispersées sur les deux faces du thalle
lichénique alors que les 3-protéobactéries, moins bien représentées, sont retrouvées en amas distincts
[28]. De la méme maniere, avec le lichen Umbilicaria cylindrica, les bactéries associées sont retrouvées
en amas sur la surface inférieure du thalle et sur le lichen crustacé Lecanora polytropa elles forment
des amas denses dans la partie basale du thalle [17] (Figure 13). L'observation en microscopie
électronique a balayage du lichen fossilisé du Dévonien supérieur Chlorolichenomycites salopensis et
du lichen existant Peltigera leucophlebia, montre la présence de bactérie sur les hyphes de la médulle
du lichen fossilisé ainsi qu’a la surface du thalle inférieur du lichen existant [29].

Figure 13 : (A—F), images CLSM, (A-B) bactéries révélées en rose par FISH . (A), Surface interne des podétions de Cladonia
arbuscula, (B), hyphes de la surface externe de Cladonia arbuscula,; (C) nombreuses bactéries (en jaune) dans
I’hypothallosphére du lichen crustacé Lecidoma demissum ; (D-E) Thalle de Cladonia arbuscula, Actinobactéries en rose au
milieu de nombreuses autres bactéries en rouge, [-protéobactéries en jaune ; (F), Cetraria islandica, présence de nombreuses
a-protéobactéries en jaune sur la surface externe du thalle et absence de bactéries au niveau de la couche algale (vert). a)
Actinobactéries, b) bactéries, f) hyphes fongiques, m) matrice du sol, p) couche algale [21].

La composition en micro-organismes epi- ou endo-lichéniques varie en fonction de nombreux facteurs
extrinséques et intrinséques. La distribution des a-proteobactéries au sein du thalle de Lobaria
pulmonaria varie, par exemple, en fonction de 'emplacement du lichen récolté [30]. La composition
en bactéries évolue également au cours du temps comme le montre Cardinale et al. Ainsi le nombre
de bactéries associées augmente avec I’age du thalle lichénique, diminue avec I’exposition au soleil et
varie en fonction du substrat [31].

Pour étudier la population microbienne associée aux lichens deux types de techniques ont été
développés.
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c. Identification par approches dépendantes ou indépendantes de la culture

Initialement, les micro-organismes endophytes ou épiphytes sont isolés par des approches
dépendantes de la culture. Cela signifie que ces micro-organismes sont extraits de I'organisme hote
par I'utilisation de diverses solutions (eau stérile, eau de mer stérile, solution de NaCl 0,85 % / peptone
issus de caséine 1% stérile). Ces solutions sont ensuite mises en culture a différentes dilutions et les
différentes colonies qui se développent sont repiquées jusqu’a I’'obtention d’une souche bactérienne
pure. D’autres méthodes, plus directes, consistent a déposer un morceau de thalle lichénique
préalablement rincé directement sur un milieu de culture. Ainsi des bactéries fixatrices d’azote
nommées Azotobacter ont été isolées par utilisation de milieux dépourvus d’azote. D’autres genres
bactériens tels que Bacillus, Beijerinckia, Clostridium, Pseudomonas et Actinobacteria, ont pu étre
isolés a partir de lichens [32]. L'identification des souches était ensuite réalisée par des méthodes
phénotypiques mais depuis une dizaine d’années les méthodes d’identification par comparaison des
ITS 165-23S et de I’ARNr 16S [6,32] sont de plus en plus utilisées. En parallele, I'utilisation de milieux
spécifiques s’est développée dans le but de sélectionner les souches bactériennes comme par exemple
les Actinobactéries par addition d’acide nalidixique [6] (résumé par Suzuki et al. [5]).

Dans notre situation, les thalles lichéniques sont soit rincés avec une des solutions précédemment
citées dans le but de récolter les bactéries épilichéniques, soit rincés puis broyés et dissous dans cette
méme solution pour isoler les bactéries endolichéniques [6]. Puis ces solutions sont mises en culture a
plusieurs dilutions dans des milieux contenant de I’acide nalidixique dans le but d’orienter I'isolement
vers des Actinobactéries.

Depuis les avancées des techniques de séquencgage, de nouvelles méthodes indépendantes de la
culture se sont développées. Ainsi, grace a |'utilisation de SSCP (Polymorphisme de Conformation des
Simples Brins), DGGE (Electrophorése sur Gel en Gradient Dénaturant), ARNr 16S, pyro-séquengage ou
encore FISH (Hybridation In Situ en Fluorescence) et CLSM (Microscopie Confocale a Balayage Laser)
la caractérisation des souches bactériennes associées aux lichens a beaucoup évolué. En effet, ces
techniques permettent d’accéder aux souches non cultivables et ainsi non isolables par les techniques
dépendantes de la culture.

d. Relation bactéries-lichens

La nature de la relation entre le thalle lichénique et le bactériobiote associé n’est pas réellement
connue. Quelques pistes sont cependant envisageables, avec dans un premier temps un apport en
azote de la part du partenaire bactérien. En effet la capacité de fixation de |'azote inorganique
(notamment du diazote) est due a 'action d’'une enzyme, la nitrogenase qui est encodée par le géne
nifH. Cette enzyme est dispersée de fagon sporadique au sein du domaine des Bactéries. On retrouve
par exemple les genres Azotobacter, Azomonas et Klebsiella parmi les y-protéobactéries, Azospirillum
et Gluconacetobacter parmi les a-protéobactéries, Thiobacillus et Alcaligenes parmi les [-
protéobactéries, Bacillus et Clostridium parmi les Firmicutes [22]. Au sein des Actinobactéries les seules
bactéries diazotrophes étaient initialement limitées au genre Frankia. Cependant, comme le décrivent
Gtari et al. dans leur review, le gene nifH et la capacité de fixation de I'azote ont été observés dans de
nombreux autres genres (Agromyces, Microbacterium, Corynebacterium et Micromonospora) [33].
Nombre de ces bactéries sont retrouvées dans le réseau symbiotique lichénique et peuvent ainsi avoir
un réle d’apport en azote pour les autres partenaires principaux (mycobiote et algue verte) qui ne
peuvent utiliser que I'azote organique (azote ammoniacal). Cette propriété bactérienne a été étudiée
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par les travaux de Liba et al. sur I'isolement de bactéries diazatrophes a partir de lichens non-associés
a des cyanobactéries. Celles-ci appartiennent au phylum des y-protéobactéries et produisent
d'importantes quantités d’acides aminés qui sont ainsi disponibles pour les autres partenaires [34].
Elles permettent également un apport en minéraux comme le fer ou une meilleure dissolution des
phosphates les rendant ainsi disponibles pour les autres partenaires [28,34].

La dégradation du thalle lichénique est aussi liée au bactériobiote. La potentialité d’une activité
glucanolytique, cellulolytique et protéolytique a été évoquée par Grube et al. [17] tandis que la
réutilisation des ressources en azote a été étudiée par Ellis et al. [35]. Une étude méta-protéomique
réalisée par Eymann et al. confirme qu’une grande partie du protéome du microbiote est constitué
d’enzymes hydrolytiques indiquant ainsi un réle dans la dégradation du thalle lichénique [27].

La production d’hormones connues pour moduler la croissance des plantes telles que I’acide indole-3-
acétique (IAA), I'éthyléne ou encore des dicétopipérazines (impliquées dans le quorum sensing) par les
bactéries montre un role de régulation de la symbiose par nos partenaires microbiens (Figure 14).

OH

Iz

Dicétopipérazine

IAA Ethylene R: résidu acide aminé

Figure 14 : Structures de composés impliqués dans la régulation de la croissance produits par les bactéries associées aux
lichens

Enfin, le bactériobiote aurait un réle dans la protection du thalle lichénique contre les stress biotique
et abiotique. L'étude de Cernava et al. sur le caractere antagoniste de ces micro-organismes a montré
une activité de la majorité des souches contre des pathogénes de plantes ou de champignons [36].
Elles sont également capables de développer des résistances face a certains composés antibiotiques
grace a la formation de pompes a efflux détectées par métaprotéomique par Grube et al. [28]. Cette
méthode a également permis de mettre en évidence des systémes de résistance aux stress abiotiques
tels que la mise en place de pompes a efflux pour les métaux lourds.

L’étude par métaprotéomique a également détecté plusieurs autres activités bactériennes telles que
la production de vitamines, la détoxification de métabolites ainsi que la production de nombreux
métabolites secondaires (polyketides, terpenoides, antibiotiques...) [28]. Cette hypothese est
renforcée par la présence de nombreuses souches d’Actinobactéries au sein du réseau symbiotique et
dont les capacités de production de métabolites d’'intérét tels que des composés antibiotiques sont
largement reconnues. Ces propriétés seront notamment décrites plus loin dans ce manuscrit (B. Les
Actinobactéries).
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Figure 15 : Schéma synthétique des différentes interactions au sein du réseau symbiotique lichénique [28]
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B. Caractérisation du personnage : Actinobactéries

1. Description taxonomique, morphologique et écologique

Les bactéries sont initialement divisées en 25 phyla comme décrits dans le « Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology » [37]. Ces groupements de bactéries sont définis en fonction des 7000
espéces bactériennes caractérisées phénotypiquement (Figure 16). Par la suite, 'utilisation de la
méthode de séquengage de I’ARNr 16S a permis de proposer de nouveaux phyla [22].

Themotogae

‘ =1 — < Cyanobacteria

— Chiorofiaxi

Actmobactena
Aanchs«.lec.\vﬁmzbacwm

‘ Jronig

Epsdonprutecbactens
Deltaprotecbactens

*

Proteobactens

B \

Figure 16 : Phylogénie des Bacteria basée sur 550 séquences du géne de I’ARNr 16S. La largeur des triangles est proportionnelle
a la diversité du groupe correspondant. La barre d’échelle représente 10% de différence entre les groupes. [22]

Le phylum des Actinobacteria concerne les bactéries a Gram positif qui possedent un fort taux de
G+C%. Elles ont une morphologie variable allant d’organismes unicellulaires irréguliers (Micrococcus
et Arthrobacter) (Figure 17a et 17b) a des formes mycéliennes a hyphes ramifiés. Ces derniers peuvent
soit étre fragmentés (Nocardia) (Figure 17c), soit rester entiers et tres différenciés (Streptomyces)
(Figure 17d). Elles peuvent également produire des structures de dissémination appelées spores ou
conidiophores, ceux-ci sont trés utiles pour la taxonomie au sein des Actinobacteria [22,38,39].
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Figure 17 : Morphologie des Actinobacteria observée au microscope électronique : a) Cocci de Micrococcus luteus ; b) Coccobacilles
irréguliers de Arthrobacter chlorophenolicus ; ¢) Hyphes se fragmentant en coccobacilles de Nocardia levis ; d) Hyphes permanents de
Streptomyces griseus

SR 4000 TTom C0%0  HUSKA-SEM

Ces bactéries sont couramment retrouvées dans les sols ou elles sont trés compétitives du fait de leurs
structures de dissémination (hyphes et spores). Elles y jouent un réle important dans la dégradation
des matieres organiques et la formation de ’lhumus [39]. Elles sont mésophiles, préférent les milieux
humides et elles préférent des valeurs de pH autour de la neutralité mais sont capables de résister a
des facteurs plus extrémes [38].

Le phylum des Actinobacteria ne regroupe qu’une seule classe, les Actinobacteria, elle-méme divisée
en 5 sous-classes (Acidimicrobidae, Rubrobacteridae, Coriobacteridae, Sphaerobacteridae et
Actinobacteridae). Les 4 premiéres sous-classes ne sont constituées que d’un seul ordre et le plus
souvent d’une seule famille, alors que les Actinobacteridae sont divisés en deux ordres avec de
nombreux sous-ordres et de nombreuses familles [22]. Ainsi le phylum est représenté par 6 ordres et
14 sous-ordres [38].

2. Production de métabolites d’intérét

a. Apercu de la diversité chimique des Actinobactéries

Les Actinobactéries sont connues depuis longtemps comme étant une source de produits bioactifs et
en particulier de composés antibiotiques. Entre les années 50 et 70, pres de 60% des nouveaux
antibiotiques étaient issus d’Actinobactéries, et en grande majorité du genre Streptomyces.
Aujourd’hui ce nombre est diminué du fait notamment de I'intérét grandissant pour les champignons
filamenteux avec I'étude des espéces endophytiques [40]. Quelques exemples de composés bioactifs
produits par des Actinobactéries parmi les plus connus sont présentés dans le tableau 1.

Tableau 1 : Exemples de composés antibactériens issus de cultures d’Actinobactéries

Classe Exemple Structure Bactérie
d’antibiotique productrice
Aminoglycoside | Streptomycine {'" N Streptomyces
HO- 0 PR Py griseus
“"’“‘*ﬁuw s~
M ouc “_\ﬂ May Ny [41]

OH  EH, N"H?
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Ansamycine Geldanamycine o jJJ Streptomyces
gl I lDL hygroscopicus
TN 1,
Lo [ | T [42]
"'\-\..Oi"'-\-.._ -~ _‘ U\?_.--"
OH I_:—.’,,,I:l éj:l
‘HH:
- - AT 4 g FIH
Carbapenem Thienamycine i . Streptomyces
1 W cattleya
CoH
[43]
Glycopeptide Vancomycine N a Amycolatopsis
o B orientalis
| [44]
Lincosamide Lincomycine ﬂHf;-ﬁ oH Streptomyces
N Jr, OH . .
¢ N lincolnensis
{" :'T aH
SCHa [45]
Lipopeptide Daptomycine Hahl Streptomyces
— 1 1 rl oW, roseosporus
'\'.‘ '\I f F. 'T M 1)_.;-\.
g ._,EC:_'\H,D l:l_,:t_,\- ug"r ) HH - [44]
A, | 1y «.-H C o
ST e, e
T x k] “COOH L g n ]
f/‘:_-1 l .I.-"\-\.g.- ]
e
TN, HI™ ™0
Macrolide Erythromycine II___HFEH[(M Saccharopolyspora
) Coan ML erythraea
'II:IC"' ey rgll_::‘_ IM,u—-.
"!ff/ ‘-"-';I:n\l#. \'&-_;"‘_,.-D:;_f_{m_. [44]
D':g-“l"' 0 QCH,
CH; '--_--'J't,'r_'l-,-,
b e~ OH
"Hy
Oxazolidinone Cycloserine j:’\ Streptomyces sp.
Al NH
HN- e [44]
D_.'
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Polypeptide Dactinomycine a U3 o Streptomyces

Yoot —N 0 a W=
” L N~ arvullus

—H \?'c? ;=L h T P
K —. - N—

o= , WN o= o (44]

. =0 00— HN

) I, r, _‘\

.-‘:: " :'\. "_"" LR I

40 HN_ 0 O, NH O
a

Tetracycline Tetracycline OH O HOH QO Streptomyces
doo A g L :
II/ e *[ MH, aureofaciens
T e T ol
WAL 44

L'ensemble de ces structures montre bien la grande diversité structurale obtenue par production
bactérienne. Différentes voies biosynthétiques sont impliquées dans I'obtention de ce types de
molécules. Les composés polyketides (macrolides, tetracycline,...), aminoglycosides et peptides sont
obtenus respectivement par une voie impliquant des enzymes de type PKS (polyketides-synthases),
des glycosyltransferases (GT) ou des synthétases peptidiques non ribosomales (NRPS) [22].

De nombreux autres métabolites spécifiques produits par des Actinobacteria sont bioactifs. Certains
d’entre eux ont par exemple des activités insecticides telles que les macrotetrolides [46] (Figure 18a).
L'ivermectine, dérivé de I'avermectine, composé produit par Streptomyces avermitilis (Figure 18b) est
toujours utilisé comme anti-helminthique [47] ce qui a d’ailleurs amené Omura et Campbell a recevoir
le prix Nobel de médecine 2015 conjointement avec Youyou Tu pour ses travaux sur I'artémisinine. On
retrouve également des composés isolés a partir d’Actinobactéries parmi les antifongiques avec par
exemple les polyoxines (Figure 18c) produites par Streptomyces cacaoi var asoensis [48], la
kasugamycine (Figure 18d), macrolide produit par Streptomyces kasugaensis [49] ou encore la
validamycine A (Figure 18e) obtenue a partir de Streptomyces hygroscopicus [50]. Seule I'ivermectine
est aujourd’hui utilisée pour la médecine humaine les autres composés cités sont commercialisés au
Canada et/ou aux USA en tant que pesticides.

b
a) b) o X s i oS
[ o] e)
Mer, B, O — e -
P ll"r:."l!l"*-":“l.'?u L_‘_#,; o I 1., | OH
o= : =F oH HO L CH
N _!:' Me b a o By ¢ l . i v
=, o i o .o = e, s OH
— T T - H MH Hp o=
o A T e " d e I ) i”
R, R Ry R - '|: o H.I-- 'HH .
Marachin e Me Me Me MO, oy B o B gy o, D [ a R e, J OH
Menselin Me Me Et Me | [ i HO™ ™
Dinactin El Me Eb Me i e g H ~ oH Q. .0 H
Trinactn Et Et Et Ma ' . A HO™ Sy
Tatranactin Et Et Ei FEt I o] On - aOH
B ad Lo HO™ ™y OH
;.-'-.-]- HO A T
H | GH CH

Figure 18 : Exemples de composés bioactifs isolés a partir de culture d’Actinobactéries : a) Macrotetrolides, b) lvermectine, c) Polyoxine
D, d) Kasugamycine, e) Validamycine A.
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b. Meétabolites cytotoxiques

Ces bactéries présentent également un intérét majeur dans I'obtention de composés cytotoxiques.
Plusieurs traitements anti-cancéreux utilisés aujourd’hui sont initialement obtenus a partir
d’Actinobactéries et plus précisément de Streptomyces, ils sont répertoriés dans le tableau 2.

Tableau 2 : Composés antitumoraux obtenus a partir d’Actinobactéries utilisés en chimiothérapie

Type Famille Composé Structure Organisme
d’anticancer source
Agent Nitroso-urée Streptozocine HO... Streptomyces
alkylant oo achromogenes
i~ [51]
HH._.
TF "
LS
Antibiotiques | Mitomycine C ir H Streptomyces
aziridines I 'I'”x.(?“” caespitosus
¥ [52]
CII.I’
=0
Hahl
Agents Anthracyclines |Daunorubicine 1 i Streptomyces
intercalants E'q"‘ R peucetius [53]

Actinomycine D

hHy
Doxorubicine o Streptomyces
0 (H ., .
L 'f-” peucetius [53]
Hl_,- o I# oo
o S S . -
T :
SO0 OH O, e WMH
o._h:# “~OH
Actinomycines |Dactinomycine a o Streptomyces
i A o N
ou N P <1 |parvullus [54]

¢ Lo j‘LfT_NH;
|
LA ﬂ"l'ﬁ'r’ 0
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Agent
scindant

Glycopeptide

Bléomycine

Streptomyces
verticillus [55]

Les composés a activité cytotoxique isolés a partir d’Actinobactéries sont trés nombreux, et les souches
bactériennes impliquées dans des associations avec d’autres organismes sont toutes aussi concernées
par la production de composés anti-cancéreux. Le tableau 3 reporte les composés cytotoxiques
obtenus depuis 1997 a partir de cultures d’Actinobactéries associées a d’autres organismes.
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Tableau 3 : Composés cytotoxiques isolés a partir de souches d’Actinobactéries associées

Composé

Famille structurale

Actinobactérie productrice

Association

Ref

Activité/Mécanisme d’action

Lobophorines C et D

Macrolides

Streptomyces carnosus

Eponge : Hymeniacidon sp

[56]

Hépatome humain 7402 : (C) Clso
= 0,6 pg/mL, (D) Clso = 723,1
pg/mL

Lignée cellulaire de cancer du sein

humain MDA-MB 435 : (C) Clso =
61,8 uM, (D) Clso = 7,5 uM

Macrolide

Streptomyces sp.

Corail : Lophelia pertusa

(57]

MCF-7 : Clso = 23,0 £ 8,9 uM
MiaPaca-2 : Clso = 34,0 £ 85,1 uM
THLE-2 : Clso = 6,3 £ 8,2 uM

Clso> 42,6 uM sur A-549, HT-29 et
HepG2

Divergolide D

Ansa macrolides

Streptomyces sp.

Plante : Bruguiera
gymnorrhiza

(58]

LXFA 629L, PANC-1, RXF 486L et
Saos-2 : Clso moyenne = 2,4 uM
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Macrolide Streptomyces sp. Plante : Maytenus hookeri [59] P388 : entre 78,1% d’inhibition a
108 Met97,9% a 10* M
A-549 : entre 89,4% d’inhibition a
108 M et 96,9% a 10* M
24-demethyl-bafilomycin Al (A) Macrolides Streptomyces sp. Plante : Maytenus hookeri [60] MDA-MB-435 :

21-O-methyl-24-demethyl-bafilomycin A1l (B)

19,21-di-O-methyl-24-demethyl-bafilomycin
Al (C)

A:R1=R2=OH
B:R1=OCH3, R2=OH
C:R1=R2=OCH3

17,18-dehydro-19,21-di-O-methyl-24-
demethyl-bafilomycin A1l (D)

(A): Clsp=4,2 mM
(B) : Clso =4,5mM
(C):Clso=5,5mM
(D) : Clsp=3,8 mM

(E) : Clso=11,4 mM
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Antimycine A18 Macrolide Streptomyces albidoflavus  |Plante : Bruguiera [61] HepG2 : Clsg = 0,12 pg/mL
mnorrhiza
i KB : Clso = 0,92 pg/mL
(0]
— OO““\o OH
"\ o N
N “CHO
o H
Sakyomicin C Angucycline Amycolatopsis sp Sauterelle : Oxya chinensis [62] BGC 823 : Clsp = 11,03 uM
HO HepG2 : Clsp = 17,36 uM
A375: C|5o = 17,5 |,l|V|
Ghost-R5X4 : Clso = 14,0 uM
Non actif sur KB
OH O
X-14881E Angucycline Pseudonocardia sp Fourmi : Apterostigma [63] HepG2 : Clsp = 36,1 uM

dentigerum
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Angucycline

Streptomyces sp.

Eponge : Halichondria panicea

[64]

HepG2 : Clso = 0,2 pM

HT-29 : Clso = 0,3 pM
GXF251L: Clso = 0,2 uM
LXF529L : Clso = 0,16 uM
MAXF401NL : Clso = 0,29 pM
MEXF462NL : Clso = 0,13 uM
PAXF1657L : Clso = 0,15 pM

RXF486L : Clso = 0,33 uM

4,6,11-trihydroxy-9-propyltetracene-5,12-
dione (A)

O OH
OH O OH
10B-carbomethoxy-7,8,9,10-tetrahydro-

4,6,7a,9a,11-pentahydroxy-9-
propyltetracene-5,12-dione (B)

Anthracyclines

Micromonospora sp.

Ascidie : Eudistoma vannamei

[65]

HCT-8: (A) Clso = 12,7 uM

(B) Clso = 6,2 uM
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Tetracenoquinocine Anthracyclines Streptomyces sp. Eponge : [66] Hela:
6 OH Haliclona sp. tetracenoquinocine : Clso = 120
CLIO ”
Aranciamycine : Clsg = 2,7 uM
OH O OH O
HO —oO LH-60 :
tetracenoquinocine : Clsp = 210
HO O pM
Aranciamycine : Clso = 4,1 uM
HO O
Lupinacidines A et B Anthraquinones Micromonospora lupini Plante : Lupinus angustifolius |[67] 26-L5 (effet anti-invasif) : (A) : Clso

=0,21 pM

(B) : Clso =0,92 UM
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CH3
H

(0] OH
A:R
B:R
OH
OH O

R

Lupinacidine C Anthraquinones Micromonospora lupini Plante : Lupinus angustifolius |[68] 26-L5 (effet anti-invasif) : Clso =
0,054 uM

4-Arylcoumarines  |Streptomyces aureofaciens |Plante : Zingiber officinale [69] A 100 pg/mL la 5,7-dimethoxy-4-
p-methoxylphenylcoumarin
inhibe a 64% la croissance de
A427 et la 5,7-dimethoxy-4-
phenylcoumarin inhibe a 42%

Diminution de I'expression de
I’'oncoprotéine Bcl-2 dans les
cellules A427 de 41,5% et 21,7%

JBIR-58 Dérivé salicylamide |Streptomyces sp. Eponge : Demospongiae [70] Hela : Clso = 28 uM
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O OH

H,oN

H,CO' =07
H
Salaceyines A et B Acides 6- Streptomyces laceyi Plante : Ricinus communis [71] SKBR3 : (A) : Clsp = 3,0 pg/mL
alkylsalicyliques
y Vi (B) : Clsp = 5,5 pug/mL
HO
COOH
A:R=CHj
B:R= CH2CH3
Violapyrones H, |, Bet C Dérivé a-pyrone Streptomyces sp. Etoile de mer : Acanthaster [72] Activité testée sur 10 lignées
planci cellulaires cancéreuses, Glsg
obtenues pour les 4 composés
sont de |'ordre du microgramme
par millilitre
Norcardiatone A 2-pyranone Nocardiopsis sp. Plante : Aegiceras [73] Hela: 10 pug/mL, 2,73%
corniculatum d’inhibition et 7,39% a 20 ug/mL
Pterocidin O-lactone Streptomyces hygroscopus |Fougeére : Pteridium aquilinum |[74] NCI-H522 : Clso = 2,9 uM

OVCAR-3 : Clso = 3,9 uM
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SF539: Clso = 5,0 uM

LOX-IMVI : Clso = 7,1 uM

Stéroides Actinomadura sp. Eponge : Suberites japonicus |[75] L929 : Clsp =30 uM
Amycolactame Alcaloide indolique |Amycolatopsis sp Eponge : Hymeniacidon sp [76] SNU638 : Clsp = 0,8 uM
HCT116 : Clso = 2,0 uM
A546 : Clso = 13,7 uM
K562 : Clso =9,6 uM
SK-HEP1 : Clso = 8,3 pM
Non actif sur MDA-MB231
Diazepinomicin Alcaloide Micromonospora sp Eponge : Aplysine aerophoba |[77] Antiprotéase contre rhodesain :
HO dibenzodiazépine Clso =98 uM
HQ HN? et cathepsine L: Clsp=72,4 5,3
Q\N o UM [78]
HO
T
Barmumycine Alcaloide Streptomyces sp. Ascidie [79] 12 lignées cellulaires cancéreuses

pyrrolidinique

testées, Glso, TGl et LCso mesurés
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pour chacune et valeur de 'ordre
du micromolaire

0 OH
Cycloheximide Alcaloide Streptomyces sp Plante : Arnica montana [80] ND
o pipéridinique
(0] OH NH
o
Actiphenol
(0]
OH O NH
(@)
2,3-dihydro-2,2-dimethyl-4(1H)- Quinazolinone Streptomyces sp. Plante : Lychnophora ericoides |[81] MDA-MB435 : Clsg = 1,86 pg/mL
quinazolinone HCT-8 : Clso = 1,10 pg/mL
H SF-295 : Clsp = 2,20 pg/mL
NH HL-60 : : Clso = 1,76 pg/mL
O
IBIR-46, -47 et -48 Isoprénoides Streptomyces sp. Eponges [82] HL-60 : JBIR-46 : Clso = 189 uM

JBIR-47: Clso = 226 uM

JBIR-48 : Clso = 96 pM
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|
|
0

OH JBIR-46 R=H
N\ JBIR-48 R =
—
N |
H R
0]
JBIR-47
|
OH
N\
N/
OH
|
Metacycloprodigiosine Polypyrrole Saccharopolyspora sp. Eponge : Mycale pulmose [83] P388 : Clso = 0,007 uM

HL60: Clso = 0,022 uM
A-549 : Clso = 0,11 uM
BEL-7402: Clso = 0,028 uM

SPCA4: Clsp = 7,52 uM

Inhibition des H*-ATPase

vacuolaires
Xiamycin et Xiamycin methyl-esther Indolesesquiterpene|Streptomyces sp. Plante : Bruguiera [84] Moyenne sur un panel de lignées
gymnorrhiza cellulaires

Xiamycin : Clso > 30 uM
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WOH Xiamycin methyl-ester : Clso =
<" OR 10,13 um
N
H
A:R=H
B:R=CHjs
Coronamycin Peptide Streptomyces sp. Plante : Monstera sp [85] HMEC : Clso = 5-10 pg/mL
Constitué de tyrosine, méthionine, leucine et BT20 : Clsp = 5-10 pug/mL
2 autres composés dérivés des acides aminés
classiques
Thiocoraline Depsipeptide Micromonospora sp. Corail [86] P388 : Clso = 0,002 pg/mL
SO o A549 : Clsp = 0,002 pg/mL
H ’
@\/NX(NISMS
O P NH /N(O HT-29 : Clso = 0,01 pug/mL
OS\ N/
/Nrso MEL-28 : Clsg = 0,002 pg/mL
07N I'i\IIO
_s S Ne
Y
HO Inhibition de I’ADN polymerase o
par bisintercalation [87]
22'-Deoxythiocoraline Depsipeptide Verrucosispora sp. Eponge : Chondrilla caribensis |[88] A549 : Clsg = 0,13 uM
N OH
H
%Nrs&ﬂs e ,
I N Inhibition de I’ADN polymerase o
kfo S\KN/ par bisintercalation [87]
S
07 N7
_s sj N
JWO( N
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Dipeptide cyclique
0

HO
HNT Y
‘%"%N
W |
H

0]

Dipeptide cyclique

Streptomyces sp.

Plante : Heritiera littoralis

[61]

SMMC-7721 : Clso = 60 pg/mL

1-O-acyl-3-[a-glucopyranosyl-(1-3)-(6-0-
acyl-a-mannopyranosyl)]glycerol

OH
HO
Qo
o)
o) o/\/\ oH
HO OH HO
OH

OH

Glycoglycérolipides

Microbacterium sp.

Eponge : Halichondria panicea

(89]

ND
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On peut constater que les Actinobactéries productrices de composés cytotoxiques les plus étudiées
sont les Streptomyces puis les Micromonospora. On retrouve ensuite deux souches d’Amycolatopsis,
une Pseudonocardia, une Nocardiopsis, une Actinomadura, une Saccharopolyspora, une
Verrucosispora et une Microbacterium. La plupart du temps ces microorganismes ont été isolés a partir
d’organismes marins (éponges, ascidies, corail...) ou de plantes, deux souches ont également été
isolées a partir d’insectes (fourmi et sauterelle).

Parmi les 50 composés cytotoxiques isolés a partir d’Actinobactéries impliquées dans des associations
avec d’autres organismes présentés ci-dessus, la famille chimique la plus représentée est celle des
polyphénols avec 3 angucyclines, 4 anthracyclines, 3 anthraquinones, 2 coumarines et 3 dérivés
salicyliques. On trouve également 12 alcaloides, 11 macrolides, 4 dérivés peptidiques, 6 pyrones, 1
stéroide et 1 glycérolipide. Cette diversité chimique montre bien la capacité de production de
métabolites d’intérét par ce type de bactéries.

De maniere générale, les mécanismes d’action de ces composés ne sont pas décrits. Cependant, on
constate des activités tres intéressantes pour plusieurs composés comme la thiocoraline dont la Clso
sur les lignées cellulaires P388, A549, HT-29 et MEL-28 est de |'ordre du nanomolaire. Les autres
molécules présentées ont des activités cytotoxiques moyennes avec des Clso de l'ordre du
micromolaire ou de la dizaine de micromolaire.

3. Réle en biotechnologie

Les Actinobactéries sont également tres utilisées pour leur intérét biotechnologique. Leur important
bagage en enzymes de type PKS ou NRPS, qui induisent la production de nombreux composés bioactifs,
en fait de véritables usines a métabolites spécifiques. Plusieurs caractéristiques en font de bons
candidats pour le génie métabolique comme par exemple leur fort taux en GC et leur capacité a
exprimer de longues séquences de genes (comme les PKS). Cette capacité en fait des organismes plus
compatibles et plus appropriés pour le transfert de génes hétérologues. Ces bactéries sont également
de véritables plateformes biosynthétiques de par la présence de nombreuses voies de biosynthese et
donc la présence de nombreux intermédiaires et métabolites intracellulaires ainsi que leur capacité a
réaliser de délicates modifications structurales. Ce sont également des micro-organismes tres
résistants aux agressions biologiques (phages) ou chimiques (antibiotiques). Enfin les procédés de
fermentation industriels des Actinobactéries ainsi que les techniques de séparation sont trés bien
décrits [90].

L'utilisation de ces bactéries en biotechnologie peut étre réalisée a différents desseins, notamment
dans le but d’augmenter la production de métabolites d’intérét. Dans un premier temps la souche la
plus productive est sélectionnée puis elle est modifiée jusqu’a optimisation de la biosynthése. La
production peut étre améliorée de différentes maniéres : augmentation de I'apport en précurseurs,
inhibition des voies de synthese en compétition, surexpression des génes impliqués dans la
biosynthese, expression de génes de biosynthese hétérologues, manipulation des genes de régulation
(surexpression des genes de régulation positive et inhibition des génes de régulation négative) [9].
Dans un second temps les manipulations biotechnologiques permettent de réaliser de nouvelles
dérivatisations amenant a une plus grande diversité structurale. La technique la plus utilisée est alors
la mutasynthése par apport de précurseurs modifiés et modification de |’expression de certains genes

[9].
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Les Actinobactéries les plus utilisées dans ce domaine sont encore les Streptomyces avec I'exemple le
plus reconnu qui est probablement celui de Streptomyces avermitilis avec la production des
avermectines (Figure 19), composés insecticides et anti-helminthiques. L’avermectine a tout d’abord
été identifiée a partir d’'une souche de S. avermitilis MA-4680 puis de nombreux dérivés obtenus par
réduction de la double liaison 22,23 de I'avermectine ont été synthétisés avec notamment
I'ivermectine. Aujourd’hui plusieurs études sur des souches recombinantes de S. avermitilis ménent a
une production de l'ivermectine par fermentation réduisant ainsi les co(ts de fabrication [91].

R, "y X-¥
Avermectin Ala CH, (H, CH~CH
Alb cH CH, CH~CH

A2k CaHy CH CHCHIOH)

A2b CH cH CHCH(OH)
Bla CaH, H CH=CH
Blb CH; H CH=CH

i Bln CaHy H CHA-CHIOH)

( -——- A.‘__,a,_\ H2h il H CH,-CHIOH)

OR~

Figure 19 : Structures des avermectines [91]

4. Particularité des Actinobactéries associées aux lichens

La recherche d’Actinobactéries au sein de |’association lichénique offre une nouvelle voie vers la
découverte de nouvelles souches potentiellement productrices de composés bioactifs et possédant un
intérét biotechnologique. Les travaux concernant I'isolement global des bactéries associées aux lichens
mettent déja en évidence la forte proportion d’Actinobactéries au sein du microbiome lichénique
[32,92,93]. Les plus anciennes Actinobactéries fossilisées sont méme décrites a partir du lichen
Chlorolichenomycites salopensis, lichen fossilisé datant du Dévonien supérieur, elles sont observées
par microscopie électronique a balayage [29]. Des 2005, Gonzalez et al. orientent leurs travaux sur la
sélection des souches d’Actinobactéries en utilisant un milieu de culture spécifique des Actinomycetes
enrichi en acide nalidixique, associé a un traitement par la chaleur avant la culture [94]. Les familles
les plus représentées sont alors les Streptomycetaceae, les Micromonosporaceae, les
Pseudonocardiaceae et les Thermomonosporaceae. Delphine Parrot et al. ont également réalisé
I'isolement spécifique d’Actinobactéries en utilisant divers milieux spécifiques comme le Marine Agar,
I’Actinomycete Isolation Agar (AIA) et le milieu ISP2 (International Streptomyces Project 2)
supplémenté en acide nalidixique et cycloheximide. Ces travaux ont permis I'isolement de 247 souches
soit 101 OTU dont 51 Actinobactéries. Les familles identifiées ici étant: Brevibacteriaceae,
Cellulomonadaceae, Gordoniaceae, Micrococcaceae, Mycobacteriaceae, Nocardioidaceae,
Promicromonosporaceae, Pseudonocardiaceae, Sanguibacteraceae et Streptomycetaceae [6].

L’étude des Actinobactéries associées aux lichens a ainsi permis I'identification de plusieurs nouvelles
souches appartenant a ce phylum. On peut par exemple citer Actinomycetospora rishiriensis sp. nov.
[95], ou Frondihabitans cladoniiphilus sp. nov. isolée pour la premiére fois a partir du thalle de Cladonia
arbuscula [96] ou encore Actinomycetospora iriomotensis sp. nov. [97].
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Dans l'optique d’étudier les capacités de biosynthése de composés d’intérét par les Actinobactéries
associées aux lichens, des recherches des genes impliqués dans la synthése de métabolites secondaires
par la voie des PKS et NRPS ont été réalisées. L'étude de Gonzdlez et al. a notamment détecté la
présence des génes PKS-I pour 62,6 % des 337 souches testées, 64,7 % pour le gene PKS-Il et 58,5 %
pour le géne NRPS [94]. De la méme maniére, Parrot et al. montrent que 45,8 % des OTU isolées étaient
positives pour PKS-1 et 34,7 % pour PKS-1I [6]. Ces résultats démontrent le fort potentiel biosynthétique
des souches isolées.

Concernant les métabolites spécifiques réellement identifiés a partir de souches d’Actinobactéries
isolées a partir de lichens, trés peu sont décrits. lls sont notamment listés dans la review de Suzuki et
al. [5]. On peut citer les acides actinoplaniques A et B (Figure 20-1), brevetés en 1997 pour leur activité
inhibitrice de la farnésyl-transférase et de la farnésylation de la protéine oncogéne Ras. IIs ont été
obtenus a partir de la souche Actinoplanes sp. ATCC55532 provenant d’un lichen arboricole non
identifié [98]. L'uncialamycine (Figure 20-2) a également été isolée a partir de Streptomyces uncialis
provenant du lichen Cladonia uncialis. Cette molécule a d’'importantes propriétés antibiotiques et
cytotoxiques [99] notamment expliquée par un réarrangement de Bergman de la molécule formant un
radical qui va cliver I’ADN [100]. Plus récemment, un dérivé de ce composé, I'unciaphénol, a été isolé
a partir de la méme souche S. uncialis, ce dernier a montré une activité anti-virale contre le virus VIH-
1 [101]. Cette méme souche bactérienne a mené a l'identification des Cladoniamides A-G dont I'une
d’entre elles, la Cladoniamide G (Figure 20-5) présente des propriétés cytotoxiques sur la lignée
cellulaire de cancer du sein MCF-7 [102]. JBIR-88 (Figure 20-3), qui est une molécule de type 1,1-
dichlorocyclopropane-containing angucycline et JBIR-89 (Figure 20-4) qui est un butenolide, sont tous
les deux extraits d’'une souche de Streptomyces sp.. JBIR-88 présente une activité cytotoxique
significative sur les lignées Hela et ACC-MESO-1 [103]. Des aminocoumarines ont également été
obtenues a partir de I'extrait d’'une souche Streptomyces L-4-4, isolée a partir du lichen Cladonia
gracilis. Il s’agit des coumabiocines A-F (Figures 20-6 et 20-7) ainsi que des composés antibiotiques
connus novobiocine et isonovobiocine. Les coumabiocines A-E ont également démontrées des
propriétés antibiotiques contre une souche de Streptomyces 85E [104].

6R=0OH
7R=H R

Figure 20: Structures de composés isolés d’Actinobactéries associées aux lichens : 1: Acide actinoplanique B, 2 :
Uncialamycine, 3 : JBIR-88, 4 : JBIR-89, 5 : Cladoniamide G, 6 : Coumabiocine A, 7 :Coumabiocine B
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Au sein de notre laboratoire, les profils chimiques de deux souches bactériennes associées aux lichens
ont été étudiés et de nombreux composés issus de leur culture ont pu étre isolés. La premiére souche
est appelée MOLA1488 et est identifiée comme étant Streptomyces cyaneofuscatus, isolée du lichen
Lichina confinis. A partir de sa culture 8 composés ont pu étre identifiés : 2 dicétopipérazines (cyclo (L-
Leu-L-Pro) et cyclo (L-Phe-L-Pro)), un dérivé de I'indole (3-(hydroxyacétyl) indole), un dérivé de la
tryptamine (N-acétyl-B-oxotryptamine), un dérivé de la dactinomycine (N-Me-dactinomycine), I'acide
ushigue et un composé nouvellement décrit, la cyaneodimycine (Figure 21).

O H
Y\')J\ N
N
7 H
HN N\(
o] 0 0
cyclo (L-Leu-L-Pro) cyclo (L- Phe L-Pro) 3- (hydroxyacetyl) N-acétyl-p-
indole oxotryptamine
o} 0}
O
N O (o]
o - (0] o}
OH H
NH O° O O
o) b © 0 0
HN 0o 0 N N N Acide usnique
H N H o Cyaneodimycine
- = O | —N" "0
N
o} (6] o} \ﬂ)
(¢}

N-Me-dactinomycine

Figure 21 : Structures des composés isolés a partir de la souche MOLA1488

La seconde souche bactérienne étudiée est appelée MOLA1416. Elle est identifiée comme étant
Chelativorans intermedius ou Mycoplana ramosa et elle a été isolée a partir du lichen Lichina pygmea.
L’étude du profil chimique de cette souche a permis l'identification de 2 composés : le 6-méthoxy-2-
méthyl-3-heptylprodiginine et une dicétopipérazine (cyclo (L-Leu-L-Pro)) (Figure 22).

(0]
WJ\N
é) HN
| N | = o
N NTNF N/ cyclo (L-Leu-L-Pro)

H H

6-méthoxy-2-méthyl-3-heptylprodiginine

Figure 22 : Structures des composés isolés a partir de la souche MOLA1416
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5. Focus sur le genre Nocardia

a. Description taxonomique, morphologique et écologique

La souche bactérienne sélectionnée pour réaliser notre étude a été identifiée comme appartenant au
genre Nocardia qui fait partie du phylum des Actinobacteria.

Phylum : Actinobacteria
Classe : Actinobacteria
Sous-classe : Actinobacteridae
Ordre : Actinomycetales
Sous-ordre : Corynebacterineae
Famille : Nocardiaceae

Genre : Nocardia

Ce sont des bactéries aérobies strictes, catalases +, formant des filaments végétatifs ramifiés pouvant
se fragmenter donnant ainsi des batonnets. Plusieurs éspéces de Nocardia sont connues pour leur
pathogénicité c’est notamment le cas de Nocardia asteroides, N. brasiliensis, N. farcinica, N. nova...
responsables de nocardioses. Les infections a Nocardia touchent principalement les patients immuno-
déprimés et elles se manifestent sous des formes pulmonaires, généralisées ou cutanées pouvant étre
mortelles [105]. Elles sont principalement isolées du sol et parfois de I'eau, de Iair, des insectes et des
plantes [106].

b. Composés isolés a partir de culture de Nocardia

De par leur intérét en terme de potentiel de production de composés bioactifs, biotechnologique et
pathologique, plusieurs études ont été réalisées sur les métabolites secondaires produits par des
souches du genre Nocardia. Les composés identifiés par la plupart de ces études ont été résumés par
Luo et al. [107]. On peut y ajouter ces quelques composés présentés dans le tableau 4.
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Tableau 4 : Composés produits par des souches de Nocardia non décrits dans la review de Luo et al.

Composé Souche Activité Référence
Rifamycines P et Q Nocardia ND [108]
mediterranea
Rifamycine Verde
o
o (0]
(0]
T
~o
(0] OH OH
g
o
1-phenylbut-3-ene-2-ol N. levis MK- Antibiotique sur 14 [109]
N VL 113 souches bactériennes avec
m une concentration
minimale inhibitrice (CMI)
phenylethyl alcohol entre 10 et 100 ug/mL
dibutyl phthalate
1,2-benzenedicarboxylic acid, 3- Antifongique sur 9 souches
nitro avec une CMI entre 20 et
o 250 pg/mL
0>
O~
0 HO. 0
OzN OH
OH
bis-(2-ethylhexyl) phthalate (A) | N. levis MK- Antibiotiques testés sur 13 | [110]
VL 113 souches bactériennes, (A)

CMl entre 30 et 175 pg/mL

(B) CMI entre 50 et 225
ug/mL
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Antifongiques sur 9
souches

(A) CMI entre 40 et 300
ug/mL

(0]
O\/i/\/ (B) CMI entre 60 et 400
o pg/mL

(6]

bis-(5-ethylheptyl) phthalate (B)

i /\/\/K/

O

o]
©f’£ \/\/\(\
Nabscessin A Nocardia Antifongiques contre [111]
abscessus IFM | Cryptococcus neoformans

10029
Ho/<>\fO OYNHZ Nabscessin A : Clsg = 32

O OH ug/mL

Hoqo)i@ Nabscessin B : Clso = 16

ug/mL

Nabscessin B

/( l O Os_NH
HO Y 2
HN (o)
o ; “'OH
OH
& °
OH

La plupart des composés isolés a partir de souches de Nocardia présentent des propriétés
antibiotiques mais on retrouve également de nombreux sidérophores. Parmi les 60 composés listés

prés de la moitié (28) ont montré une activité cytotoxique ou antitumorale ce qui témoigne de
I'importance de I'étude des métabolites issus de Nocardia dans la recherche de nouveaux composés
bioactifs. Quelques structures de ces composés actifs sont présentées dans la figure 23 illustrant ainsi
la diversité structurale obtenue a partir des souches de Nocardia.
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Figure 23 : Exemples de structures de composés cytotoxiques ou antitumoraux isolés a partir de culture de Nocardia [107].

C. Conclusion

Dans ce contexte, il parait évident que I'organisme symbiotique lichénique a un intérét majeur en tant
gue nouvelle niche écologique. L'abondante diversité de micro-organismes retrouvés au sein du thalle
lichénique en est la preuve. De plus, les souches bactériennes endolichéniques représentent de
nouvelles souches productrices de composés d’intérét comme le montrent les précédents travaux
d’études bactériochimiques réalisées.

Ainsi a I'origine de cette étude, 247 souches bactériennes, dont 51 Actinobactéries, isolées a partir de
3 lichens marins/maritimes et d’un lichen terrestre ont été criblées pour la recherche d’extraits
cytotoxiques [6]. Une souche d’Actinobactérie, une Nocardia sp. isolée du lichen Collema auriforme, a
montré une activité trés intéressante sur la lignée cellulaire cancéreuse B16 (mélanome murin) avec
une Clso a 23 + 3 ug/mL. Ces résultats nous ont poussés a étudier plus en détail le profil chimique de
cette souche dans le but d’identifier les composés responsables de cette activité. Ce sont ces travaux
qui seront décrits dans la partie 3 de ce chapitre du manuscrit.
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Scene 2 : Optimisation de culture de
souches bactériennes isolées de lichen
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A. Intrigue et exposition de I'étude

L'intérét de la culture de ces souches bactériennes isolées a partir de lichen a été précédemment
démontré dans la premiére partie de ce chapitre. Le grand nombre de composés bioactifs obtenus a
partir de la fermentation de ces souches ainsi que le potentiel biotechnologique gu’elles représentent,
démontrent la nécessité d’une étude plus étoffée sur ce type d’organismes.

Cette partie présente les travaux d’optimisation des conditions de culture de la souche DP94
préalablement sélectionnée.

Tout d’abord nous avons réalisé une optimisation préliminaire qui nous a permis de sélectionner le
milieu et la durée de culture optimaux pour la production de composés cytotoxiques. Nous nous
sommes ainsi appuyés sur I"approche « One Strain / Many Compounds » (OSMAC) qui consiste a
modifier les différents parameétres de culture d’'un micro-organisme (milieu, température, etc...) pour
faire varier la production bactérienne [112]. Bode et al. ont ainsi décrit la culture de 6 souches de
micro-organismes différents pour lesquelles ils ont fait varier les parametres, ce qui leur a permis
d’isoler une centaine de composés appartenant a 25 classes structurales différentes. Si on regarde par
exemple le cas de la souche Streptomyces sp G6 40/14, sur les 12 composés obtenus, 3 ne sont isolés
gu’a partir de conditions de culture particulieres. L'importance de la durée de culture a également été
démontrée par Roullier et al. sur des souches de Penicillium. L'obtention d’extraits fongiques a
différents moments de la culture leur a ainsi permis de mettre en évidence de nouveaux composés
[113]. Ces études démontrent bien la puissance de ce type de méthode pour découvrir de nouveaux
métabolites d’intérét.

Les extraits que nous avons obtenus ont ensuite été testés pour leur activité cytotoxique sur deux
lignées cellulaires, une cancéreuse (B16) issue de mélanome murin et une non cancéreuse (HaCaT)
issue de kératinocytes humains.

Des essais de culture a grande échelle ont ensuite été réalisés pour confirmer I'optimisation
préliminaire. Suite a I'acquisition d’'un bioréacteur, I'optimisation a été poursuivie par la culture en
bioréacteur de gros volumes.

Les cultures réalisées n’ont pas permis d’identifier les composés responsables de I’activité cytotoxique,
un plan d’expérience a alors été élaboré pour effectuer une optimisation secondaire. Les parametres
de culture que nous avons fait varier sont alors au nombre de quatre : le pH du milieu, la température,
la vitesse d’agitation et le pourcentage d’inoculum de pré-culture utilisé pour ensemencer le milieu.
Les extraits ont également été testés pour leur activité cytotoxique et les résultats ont été analysés
par un test statistique de type ANOVA dans le but de définir les conditions de culture optimales pour
la production de composés cytotoxiques (Figure 24).
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-TY - 8 jours
-8 - 11 jours
-MB

- ISP2

- 14 jours

Milieu : Durée de culture :

Plan d’expérience :
— 4 parametres, 3 niveaux

-
- Température

- Agitation
- % inoculum

Test ANOVA

Parametres
optimisés

Figure 24 : Schéma général de la partie 2 du chapitre 2 : Optimisation de culture d’une souche bactérienne associée a un lichen
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B. Caractérisation du personnage principal, Nocardia sp.

La souche sélectionnée pour cette étude est identifiée au sein du laboratoire sous la référence DP94.
Elle a été isolée a partir du lichen terrestre Collema auriforme, récolté par Martin Grube et Delphine
Parrot en Novembre 2012 dans la région de Graz a Kesselfallklamm (Autriche) a proximité d’une
cascade (Figure 25). Le lichen a été rincé sur le terrain a 'eau stérile, puis il a été lavé a plusieurs
reprises par une solution de NaCl 0,85 % / peptones issus de caséine 1 % stérile. Ce procédé permet
I'obtention d’une premiére série de bactéries que |'on pourrait caractériser de bactéries
épilichéniques. Puis le lichen a été broyé et associé a la méme solution (homogénat) donnant ainsi une
nouvelle série de bactéries assimilées comme étant les bactéries endolichéniques. Ces solutions ont
ensuite été ensemencées sur du milieu ISP2 en boite de Pétri supplémenté en acide nalidixique et
amphotéricine B et des repiquages ont été effectués jusqu’a I'obtention de colonies pures. Ainsi, la
souche DP94 a été obtenue a partir de ’'homogénat (bactérie endolichénique). Elle a ensuite été
séquencée et identifiée par analyse du gene de I'ARNr 16S par comparaison avec les souches
référencées dans la base de données du serveur EzTaxon, comme étant une Nocardia sp. Elle a tout
d’abord été identifiée en 2013 comme étant Nocardia ignorata puis elle a été réidentifiée par
Laurent Intertaglia responsable de la souchothéque de I'observatoire océanologique de Banyuls-sur-
mer en 2017 et la souche DP94 a présenté 100% d’identité avec les espéces Nocardia soli, N.
cummidelens et N. salmonicida.
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Figure 25 : Site de récolte de Collema auriforme

Les colonies sont de formes convexes et irréguliéres de couleur orangée et elles possedent des hyphes
aériens blancs a rose pale (Figure 26). Ce sont des bactéries a Gram positif en forme de batonnets.
Selon les descriptions des trois espéces associées a notre souche elles poussent a des températures
entre 10 et 20°C et des valeurs de pH entre 5 et 10 [114,115].
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Figure 26 : Photographies de DP94, a) observation microscopique apres coloration de Gram, b) et c) observation des colonies
sur milieu ISP2
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C. Sélection du milieu de culture et de la durée de culture

1.

Essais préliminaires

La souche DP94 a été initialement isolée sur un milieu ISP2 (International Streptomyces Project 2) a
24°C. Nous avons ici choisi de tester quatre milieux différents ISP2, TY (Tryptone Yeast), LB (Lysogeny
Broth) et MB (Marine Broth) pour observer une éventuelle modification de la cytotoxicité des extraits

obtenus.

La croissance bactérienne suit une courbe bien décrite et elle peut étre déterminée par différentes
techniques telles que la mesure de la densité optique (DO) réguliere ou par réalisation de test au MTT.
Cette courbe type est divisée en 5 phases (Figure 27) [116-118]:

Log (nombre de cellules)

>

La phase de latence correspond a la phase durant laquelle on n’observe pas ou trés peu

d’augmentation du nombre de bactéries. Elle correspond au temps nécessaire a la bactérie
pour synthétiser les enzymes adaptées au nouveau substrat et jouant un réle dans le
développement bactérien.

La phase de croissance exponentielle correspond au moment ou le taux de croissance est

maximal c’est-a-dire la phase ou le temps de multiplication des bactéries est le plus court.
La phase de ralentissement correspond a un ralentissement de la vitesse de croissance di

a un épuisement des ressources du milieu.
La phase stationnaire de croissance correspond a une période ol le taux de croissance

bactérien est nul, le nombre de bactéries qui meurent compense celui des bactéries qui se
multiplient. Cette phase est expliquée par un appauvrissement du milieu en ressources ce
qui provoque une lyse de certaines bactéries libérant ainsi une nouvelle source de
nutriment. Les bactéries se retrouvent dans une phase de déprivation qui déclenche
certaines voies de synthése de nouveaux composés destinés a la survie.

La phase de déclin correspond enfin au moment ou le milieu est complétement dépourvu

de nutriments, on assiste alors a une lyse bactérienne sous l'action d’enzymes
protéolytiques endogénes, ce qui implique un accroissement des déchets toxiques.

1: Phase de latence

3 : Phase de ralentissement

4 : Phase stationnaire

5 : Phase de déclin

2 : Phase de croissance exponentielle

>

2 3 4 5 Temps

Figure 27 : Courbe de croissance bactérienne

Il est bien établi que la phase de la croissance la plus favorable a la production de métabolites
spécifiques est la phase stationnaire. Par conséquent, nous avons réalisé nos essais aprés le début de
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cette phase stationnairea ) +1,J + 4 etJ + 7, ) correspondant au jour d’entrée en phase stationnaire.
Dans le cas de la souche DP94 le délai pour atteindre le premier jour de phase stationnaire est de 7
jours, ce qui signifie que nos essais ont été réalisés apres 8 jours, 11 jours et 14 jours de croissance
bactérienne.

Les essais ont été réalisés a 25°C conformément a la littérature, sur 30 mL de milieu et en duplicata. A
I'arrét de la culture, les échantillons ont été centrifugés et le surnageant a été conservé, une résine
Amberlite XAD 7HP y a été alors ajoutée et I'ensemble a été agité pendant 4h. Au bout de ce délai, la
résine a été filtrée et désorbée par un mélange acétone/méthanol 50/50 (v/v) pendant 15 min.
L'opération de désorption a été ainsi réalisée 3 fois. Aprés évaporation des solvants I'extrait brut est
repris par de I'eau et une extraction liquide/liquide est effectuée avec de 'acétate d’éthyle dans le but
de s’affranchir au maximum des constituants du milieu de culture. La phase organique est ensuite
séchée pour donner I'extrait de résine. Chaque extrait a été pesé et un test de cytotoxicité a été réalisé
sur un réplicat pour chaque expérience sur deux lignées cellulaires : une lignée cancéreuse de
mélanome murin, B16 et une lignée non cancéreuse de kératinocytes humains, HaCaT. Les résultats
sont compilés dans le tableau 5. Selon le NCI (National Cancer Institute) un extrait est considéré comme
actif lorsque sa Clsp est < 20 pg/mL (au maximum < 30 ug/mL) [119].

Tableau 5 : Résultats des essais de milieu de culture et de durée de culture : poids des extraits et activité sur cellules B16 et
HaCaT. a : ISP2 = International Streptomyces Project 2, TY = Tryptone Yeast, MB = Marine Broth, LB = Lysogeny Broth ; b :
Concentration minimale inhibitrice de 50% de la population cellulaire

| Clo’(ug/ml)
o ST
2,3 +

ISP2
2,3
~ 5,1 41%5 7217 Conditions fournissant la quantité
g 5,2 d’extrait la plus importante avec une
- 2,4 105+20 115+15 bonne activité
2,0
2,8 25£4  95£30
LB 22 Conditions fournissant la meilleure
35 31+ 10 53 activité cytotoxique sur B16
ISP2 :
4,5
4,7 25+4 100
TY
6,0
11
- 2,6 57+18 120+15 140
1,6 120
8 2,4 8+2 31+12 — 100
25 £ 0 [
3
3,7 7,505 41 +5 — 60
ISP2 3
3,4 S 40
6,6 35+8 90 20 I I
TY 2 [ ]
14 6,2 0
3,9 85+ 10 79+9 8 11 14
MB 36 Temps (jours)
. 43 Wi e mISP2 mTY mMB mLB
4,0
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Les extraits les plus actifs ont été obtenus a partir des cultures dans le milieu LB avec une activité
maximale au bout de 11 jours de culture (soit 4 jours apres le début de la phase stationnaire) avec une
Clso sur B16 a 8 + 2 ug/mL. Le milieu fournissant la plus grande quantité d’extrait brut est le milieu TY
et ceci peu importe la durée de la culture. A 11 jours de culture on constate une quantité d’extrait
importante ainsi gu’une bonne activité cytotoxique sur les cellules B16 Clsp 25 + 4 pg/mL. La culture en
milieu ISP2 donne également des extraits actifs mais la meilleure activité est observée a 14 jours de
culture. Une durée de culture plus courte étant plus intéressante nous ne |'avons pas sélectionnée
pour la suite des travaux. Le milieu MB est par contre le moins propice a la production du (des)
métabolite(s) responsable(s) de I'activité cytotoxique.

2. Comparaison des profils chimiques

Tous les échantillons ont été analysés par HPLC/UV-DAD (Chromatographie Liquide Haute
Performance couplée a un détecteur UV a barrette de diode) a une concentration de 5 mg/mL dans le
méthanol et les chromatogrammes obtenus ont été comparés dans la Figure 28.

ISP2 Y
. | n
k il 114 I 1 114
s ! b | .
A . 1 "'l‘ ]11 ‘ "I 1™ - 111
VI 1,07, 41 s I 1 S | A s

MEB \ LB
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Figure 28 : Comparaison des profils chimiques obtenus a 220 nm pour chaque milieu en fonction de la durée de culture.
HPLC/UV-DAD sur colonne Prevail® C1g 5 um, gradient d’élution H,O/ACN : 100% H,0 de 0 a 5 min, de 0% & 100% d’ACN entre
5 et 35 min, 100% d’ACN de 35 a 45 min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 a 60 min. Détection par
UV-DAD (détecteur ultra-violet a barrette de diode) ici montrée a 220 nm.

Nous observons que I’'on a bien une modification du profil chimique de notre souche suivant la durée
de la culture (Figure 28). Cet effet est plus marqué dans le milieu MB ou la production bactérienne est
fortement amoindrie au bout de 14 jours de culture au profit d’'un composé tres apolaire éluant en fin
de gradient (fleche sur chromatogramme MB). C’est également bien visible dans le milieu ISP2 ou par
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exemple un composé apparaissant autour de 15 min disparait au fur et a mesure du temps, et a
I'inverse la production du composé éluant a 34 min semble augmenter avec le temps (encarts sur
chromatogrammes ISP2, Figure 28).

En comparant les spectres d’'un méme jour en fonction des différents milieux (Figure 29), I'effet de
I"approche OSMAC est encore plus prononcé. En effet nous observons par exemple que le composé
majoritaire dans I'extrait de LB et TY (éluant autour de 17 min) n’est quasiment pas présent dans les
extraits de ISP2 et MB et ce quelle que soit la durée de la culture.
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Figure 29 : Comparaison des profils chimiques a 220 nm obtenus pour chaque durée de culture en fonction du milieu.
HPLC/UV-DAD sur colonne Prevail® C1s 5 um, gradient d’élution H,O/ACN : 100% H,O de 0 & 5 min, de 0% & 100% d’ACN
entre 5 et 35 min, 100% d’ACN de 35 a 45 min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 a 60 min.
Détection par UV-DAD (détecteur ultra-violet a barrette de diode) ici montrée a 220 nm.

L'effet du changement de milieu et de la durée de culture sur I'activité de nos extraits et sur leur profil
chimique respectifs, montre bien I'influence de la variation des parametres de culture sur la production
bactérienne et donc I'intérét de leur optimisation pour la découverte de nouveaux composés.

3. Confirmation des résultats a grande échelle

Au vu de ces résultats nous avons procédé a la culture de notre souche bactérienne a grande échelle
pour confirmer les conditions les plus optimales c’est-a-dire dans le milieu LB sur 11 jours et dans le
milieu TY sur 11 jours.
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Les cultures ont été faites en erlenmeyers de 300 mL. Pour la culture en milieu TY, 18 erlenmeyers ont
été ensemencés soit un volume de culture de 5,4 L et 24 erlenmeyers pour la culture en milieu LB soit
un volume de 7,2 L. Les cultures ont ensuite été incubées a 25°C avec une agitation a 130 rpm jusqu’a
4 jours apres le début de la phase stationnaire (soit 11 jours). Au bout de ce délai, le milieu a été
centrifugé et le surnageant a été extrait a I'aide de la résine Amberlite XAD 7HP, puis celle-ci a été
désorbée par le mélange acétone/méthanol 50/50 et a subi le méme protocole que précédemment
décrit jusqu’a obtenir I'extrait de résine (Figure 30). Apres épuisement du milieu par la résine le
surnageant est également récupéré et directement extrait a I'lacétate d’éthyle dans le but d’obtenir les
composés qui n"auraient pas été adsorbés sur la résine donnant ainsi un second extrait, appelé extrait
surnageant. Chacun de ces extraits est pesé et est testé par le test au MTT sur les 2 lignées cellulaires
précédemment citées : B16 et HaCaT.

Nous constatons alors que dans un premier temps la quantité d’extrait obtenue avec la culture en
milieu TY est beaucoup plus importante que celle en milieu LB (Tableau 6). Le rendement calculé par
le rapport de la quantité de matiére séche d’extrait sur le volume de culture, est de 101,4 mg/L de
culture dans le milieu TY contre 60,3 mg/mL dans le milieu LB pour les extraits de résine. Ce résultat
confirme les résultats préliminaires.

Tableau 6 : Quantité d’extrait, rendements et activité cytotoxique
des extraits obtenus par culture a grande échelle

Culture bactérienne en
milieu liguide

Centrifugation Milieu  Extrait Quantité | Rendement Clso (ug/mL)
Filtration
: TY Extraitde = 547,6 101,4 >200 >200
Milieu de culture résine
- _ Extrait 86,8 16,1 46+18 8*1,5
Résine Amberlite XAD 7HP
surnageant
LB Extrait de 434,2 60,3 >200 >200
( Composés adsorbés résine
sSurnageant il -
\ sur la résine Extrait 21,6 3,0 52+20 73%20
Extraction avec 1) Désorption surnageant
AcOEL 2) Extraction
liquide/liquide
Extrait Extrait de résine
surnageant

Figure 30 : Schéma d’extraction des extraits bactériens

Dans un deuxiéme temps, nous observons une perte de I'activité cytotoxique dans les deux extraits de
résine mais on la retrouve dans les extraits surnageants. L’extrait obtenu par culture dans le milieu TY
est alors beaucoup plus actif que celui de LB contrairement aux essais préliminaires. Cela peut étre
expliqué par le fait que I’agitation et I'oxygénation ne sont pas identiques entre 30 mL de culture dans
un tube et 300 mL dans un erlenmeyer. Nous introduisons donc une variation des parametres de
culture en passant a grande échelle et donc potentiellement une modification de la production
bactérienne.

La différence de production bactérienne induite par le changement de milieu de culture est visible
dans la Figure 31 par comparaison des profils chimiques des extraits obtenus.
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a) b)

Figure 31 : Comparaison des profils chimiques des extraits de résine a 220 nm : a) et des extraits surnageants : b) des cultures
en grande quantité en milieu TY (rouge) ou LB (bleu), les encarts noirs mettent en évidence les principales différences entre les
profils. HPLC/UV-DAD sur colonne Prevail® Cig 5 um, gradient d’élution H,O/ACN : 100% H,0 de 0 a 5 min, de 0% a 100%
d’ACN entre 5 et 35 min, 100% d’ACN de 35 a 45 min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 & 60 min.
Détection par UV-DAD (détecteur ultra-violet a barrette de diode) ici montrée a 220 nm.

Nous observons notamment que les différences sont plus importantes dans les extraits surnageants.
Seulement deux zones semblent varier entre les chromatogrammes des extraits de résines des cultures
en milieu TY et LB et ces différences semblent surtout quantitatives. Cependant sur les
chromatogrammes des extraits de surnageant on peut repérer au moins trois zones ou le profil
chimique varie de maniére quantitative mais également de maniére qualitative par I'apparition de
nouveaux composés.

Par conséquent, les parametres de culture sélectionnés pour la suite de notre étude sont donc une
culture dans le milieu TY a 25°C pendant 4 jours apres le début de la phase stationnaire. Nous avons
ensuite voulu réaliser une culture en bioréacteur BioFlo ® 115 dans le but d’optimiser les rendements
d’extraction. Cette étape nous permettrait d’obtenir une quantité d’extrait assez importante pour
permettre I'isolement des composés en quantité suffisante pour réaliser leur identification. De plus
|'utilisation d’un bioréacteur permet de maitriser et de suivre de nombreux parametres de culture.
Nous avons donc procédé a une optimisation des parametres de culture par le biais d’'un plan
d’expérience en bioréacteur et en erlenmeyer pour comparer les deux méthodes de culture.
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D. Optimisation de la culture de DP94 en bioréacteur par plan d’expérience

1. Culture en bioréacteur de DP94

Nous avons commencé par réaliser une culture de DP94 dans des conditions de culture « standards »
dans le milieu TY. La température a été fixée a 25°C, 5 L de milieu TY ont été ensemencés et |'agitation
a été réglée sur 200 rpm avec un mode « cascade » en lien avec I'oxygénation du milieu. Ce réglage
signifie que dans le cas ou le taux d’oxygene dissous passe au-dessous d’une valeur préalablement
réglée (ici 40%) l'agitation est augmentée pour maintenir une bonne oxygénation. La vitesse
d’agitation maximale est réglée a 400 rpm. Enfin le pH initial du milieu a été ajusté a 7 avant
I’ensemencement mais il n’a pas été réajusté lors de la culture pour observer le comportement de la
souche. La culture a été suivie par mesure réguliere de la densité optique a 620 nm (DO) et par
enregistrement de I'évolution des différents paramétres de culture directement par le bioréacteur

(Figures 32 et 33).

Suivi de la culture de DP94 en bioréacteur
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Figure 32 : Suivi des paramétres de culture de DP94 dans le milieu TY, vitesse d’agitation (bleu) en rotation par minute (rpm),
température (rouge) en °C, pourcentage d’oxygéne dissous, OD (jaune) du milieu en % et pH (gris) en unités de pH, en fonction

du temps. Les relevés de mesures sont réalisés toutes les minutes.
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Suivi de la culture bactérienne par mesure de la
DO
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Figure 33 : Suivi de la culture bactérienne de DP94 en bioréacteur par mesure réguliere de la densité optique a 620 nm (DO)

représentée en log (DO) en fonction du temps

La culture a été stoppée a la fin de la phase stationnaire soit apres 3 jours de culture. Les extraits de
résine et surnageant ont été obtenus selon le méme protocole que précédemment décrit et ils ont été
testés sur les mémes lignées cellulaires. Le tableau 7 présente les quantités d’extraits obtenues, ainsi

que les rendements et I’activité de chaque extrait.

Tableau 7 : Quantité d’extrait, rendement et activité cytotoxique des extraits obtenus par culture en bioréacteur

Milieu Extrait

TY(5L) | Extrait de résine

Quantité

d’extrait (mg)

Rendement

(mg/L)

Clso (ng/mL)

Extrait surnageant

120 £ 25

128 £33

Grace a la culture en bioréacteur le rendement d’extraction est amélioré pour les 2 extraits (+ 30 % sur

I’extrait de résine et + 70 % pour I'extrait surnageant) (Tableau 7). Cependant nous constatons une
diminution conséquente de la Clso de nos 2 extraits, indiquant que les parametres sélectionnés ne sont

peut-étre pas les plus adaptés pour I'obtention de composés cytotoxiques. Pour pallier cela nous avons

réalisé une optimisation des paramétres de culture par 'utilisation d’un plan d’expérience.
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2. Réalisation du plan d’expérience

a. Enerlenmeyer

Afin d’optimiser la production de composés actifs il est possible de faire varier tous les paramétres de
culture. Une étude sur le milieu et la durée de culture ayant déja été réalisée, le travail d’optimisation
des conditions de culture a été effectué pour la culture de la souche DP94 en erlenmeyer dans le milieu
TY sur un volume de 300 mL et la vitesse d’agitation est fixée a 150 rpm. Les trois parametres a faire
varier ont été choisis : la température, le pH du milieu et le pourcentage d’inoculum utilisé pour
ensemencer les cultures. Chacun de ces parametres a été testé sur 3 niveaux, ce qui implique 27
combinaisons possibles de culture (Tableau 8). L'utilisation d’un plan d’expérience permet de réaliser
un nombre d’expériences limité tout en conservant des données statistiquement interprétables. La
méthode de Taguchi a été utilisée pour définir ce plan d’expérience en se basant sur les tables de la
matrice orthogonale L9 de Taguchi [120] (Tableau 9).

Tableau 8 : Présentation des 3 facteurs sélectionnés et des valeurs de leurs 3 niveaux pour I’étude en erlenmeyer

Tableau 9 : Conditions expérimentales en erlenmeyer avec le plan d’expérience en matrice orthogonale L9 (33) selon Taguchi

Exp n° Facteur
[A] [B] [c]

Ainsi, les 9 expériences décrites dans le tableau 9 ont été réalisées sur un volume de 300 mL de TY
dans des erlenmeyers de 500 mL. A la fin de la phase stationnaire, les cultures ont été arrétées et
traitées selon le méme protocole que décrit précédemment. Les extraits obtenus ont été pesés et
testés sur les lignées cellulaires B16 et HaCat. Les résultats sont présentés dans le tableau 10.
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Tableau 10 : Résultats du plan d’expérience en erlenmeyer : quantité d’extraits, rendement et activité cytotoxique des extraits
obtenus

Extrait de résine (ER) Extrait surnageant (ES)
Quantité [Rendement|  Clso (ug/mL) | Quantité [Rendement
d’extrait B16 HaCaT | d’extrait HaCaT
(mg) (mg)

L 920 306.7 280+160 11060  59.8 199.3 375+110 40t15
I 839 279.7  96+9  122+4 2336 779 7320 77%16
L 656 2187  70+8 71%19 198 660  74%34  56+24
D 289 96.3  145%15 122+22 222 740  380£105 75%50
Bl s 1840  130t4 12713 172 57.3  390+100 240t 150
N 9y 3057 648  72%1 175 583 17010 152%18
60.6 202.0 6+0  30+7 1750  583.3 480%230 140%70
Bl o0 176.7  81+10 50+7  252.1 840.3 >500 260+ 110
1| 1467 4890  63:7 79:15 119 39.7  137+7  32%10

Les résultats de cytotoxicité ont été analysés par un test statistiqgue ANOVA pour identifier les
parametres ayant une influence significative sur I'activité et donc sur la production de métabolites
cytotoxiques.

Tableau 11 : Résultats de I'analyse de variance

p
Extrait surnageant

Effet sur la Clso sur Effet sur le Effet sur la Clso sur Effet sur le

B16 rendement B16 rendement

d’extraction d’extraction
A 51,4% 73,4% 23,6% 43,2%
B 63,4% 54,1% 12,2% 35,9%
C 66,4% 77,1% 25,9% 89,3%

Malgré une différence d’activité notable entre les différents extraits (tableau 11), aucun effet
significatif des parameétres que I'on a sélectionné n’a été mis en évidence. Un facteur a une influence
significative lorsque la valeur de p est inférieure a 5% ce qui n’est pas le cas dans ces résultats.

b. En bioréacteur

L’étude de I'effet des conditions de culture a également été réalisée sur des cultures en bioréacteur
dans un volume de 2,5 L de milieu TY. Les trois parameétres sélectionnés pour I'optimisation sont les
mémes que précédemment : la température, le pH du milieu et le pourcentage de préculture utilisé
pour ensemencer le bioréacteur. Cependant, un parameétre supplémentaire entre en compte: la
vitesse d’agitation. Chacun de ces parameétres a été testé sur trois niveaux et le nombre de
combinaisons possibles passe alors a 81. Le plan d’expérience a alors été mis en place pour réduire le
nombre d’expériences a 9 (Tableaux 12 et 13).
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Tableau 12 : Présentation des 4 facteurs sélectionnés et des valeurs de leurs 3 niveaux pour I’étude en bioréacteur

Facteurs Niveaul Niveau2 Niveau3

5w ¥
[C] % inoculum (v/v) 1 2 5
o a0 250

Tableau 13 : Conditions expérimentales en bioréacteur avec le plan d’expérience en matrice orthogonale L9 (3%) selon Taguchi

Exp n° Facteur

[—
2
=
=)

o
d

W W WNNNER R R
W NP WNNRPR WN R
N P WERE WN WN R
B W NNPRP WWN R

Ainsi, les 9 expériences décrites dans le tableau 13 ont été réalisées sur un volume de 2,5 L de TY dans
le bioréacteur BioFlo ® 115. A la fin de la phase stationnaire, les cultures ont été arrétées et traitées
selon le méme protocole que décrit précédemment. Les extraits obtenus ont été pesés et testés sur
les lignées cellulaires B16 et HaCat et les résultats sont présentés dans le tableau 14.

Tableau 14 : Résultats du plan d’expérience en bioréacteur : quantité d’extraits, rendement et activité cytotoxique des extraits
obtenus

Extrait de résine (ER) Extrait surnageant (ES)

Quantité |Rendement Clso (png/mL) Quantité |Rendement Clso (ng/mL)

"oy | " "oy |
(mg) (mg)

365.2 146.1 157 +77 92 + 29 115.7 46.3 >500 460 + 140
402.0 160.5 205+ 100 185+ 65 4648.2 1859.3 >500 >500
541.4 216.6 53+16 152 +28 1196.6 478.6 41 £ 8 20+ 8

[ 2]
| 2 |
| 3 |
i 3949 1580 92+19 70+8  380.7 1523  285+75  85%5
| 5
| 6
| 7

444.6 177.8 345 +95 120+40 1267.3 506.9 100+30 39+10

558.7 2235 45+15 80+20 903 361 270435 22545

/| 3170 1268 270430 185415 166.3 66.5  430+£90 180+20

L0 17574 703.0 340425 397427 461 18.4 67+4 38+19
. 7949 3180 90+50 110425 109.7 43.9 39090 45%2
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Les résultats de cytotoxicité ont été analysés par un test statistigue ANOVA pour identifier les
parametres ayant une influence significative sur l'activité et donc sur la production de métabolites
cytotoxiques.

Tableau 15 : Résultats de I'analyse de variance

Extrait de résine Extrait surnageant

Facteurs | Effet sur la Clso sur Effet sur le Effet sur la Clso sur Effet sur le

B16 rendement B16 rendement

d’extraction d’extraction
A 11,8% 40,8% 50,0% 30,3%
B 2,4% | 47,5% 33,3% 31,2%
C 13,1% 50,0% 38,8% 38,5%
D 50,0% 49,0% 19,2% 50,0%

Un seul effet significatif est observé (p < 5%). Il s’agit de I'effet de la température sur I’activité
cytotoxique de I'extrait de résine sur les cellules B16. L’effet le plus important observé (et donc la Clso
la plus faible) est obtenu lorsque la température est a son niveau maximal : 37 °C. Aucun autre effet
significatif n’est observé ni sur le rendement d’extraction des deux extraits ni sur la cytotoxicité de
I’extrait de surnageant.

L'expérience 3 (pH 6, température 37 °C, agitation 250 rpm et inoculation avec 5% de préculture) a
révélé une activité cytotoxique intéressante sur la lignée cancéreuse B16 avec I'extrait surnageant le
plus actif (Clso = 41 pg/mL) et I’extrait de résine qui est également I’'un des plus actifs (Clso = 53 pg/mL).
Les rendements d’extraction obtenus sont également parmi les plus élevés (extrait de résine : 216,6
mg/L de culture, extrait surnageant : 478,6 mg/L). Ces conditions de culture semblent donc les plus
appropriées a notre étude. Il serait intéressant de réaliser un second plan d’expérience en se basant
sur les niveaux attribués a chaque parameétre de cette expérience.

Dans le but de mettre en évidence les composés influencant I'activité des échantillons, les extraits
obtenus lors du plan d’expérience en bioréacteur ont été analysés par HPLC/MS. Les données ont
ensuite été traitées par le logiciel MZmine 2, les pics ont été détectés par une méthode centroide, puis
ils ont été déconvolués par |'utilisation d’un algorithme appelé « baseline cut-off » et enfin les pics ont
été alignés. Les données sont rassemblées sous forme de tableau et une analyse statistique est réalisée
par le logiciel Rstudio. Les échantillons sont séparés en « actifs » (Clso < 100 ug/mL sur B16 : ER3, ES3,
ER4, ER6, ES8 et ER9) et « inactifs » (Clso > 100 ug/mL sur B16 : ER1, ES1, ER2, ES2, ES4, ERS5, ES5, ES6,
ER7, ES7, ER8 et ES9) et une analyse par PLS-DA est effectuée (Figure 34), le cercle des corrélations est
ensuite tracé (Figure 35).
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Comp. 2
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Figure 34 : Représentation graphique de la PLSDA
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Figure 35 : Cercle des corrélations
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La PLSDA est validée par « cross-model validation » et elle ne montre pas une différence significative
entre le groupe des échantillons actifs et des inactifs (8 composantes, 999 permutations, NMC = 0,292,
p=0,11). Le(s) composé(s) responsable(s) de I’activité sont probablement minoritaires et ne ressortent
pas bien sur une analyse des extraits bruts. Nous avons donc choisi de renouveler cette étude
ultérieurement sur un extrait fractionné (Partie 4 — B., p. 89).

E. Conclusion

Les travaux présentés ci-dessus démontrent bien la variabilité de la production bactérienne induite par
les différentes conditions de culture. Le milieu de culture et la durée de la culture bactérienne adéquats
pour favoriser la production de composé(s) cytotoxique(s) par la souche DP94 ont été mis en évidence.
L'optimisation des autres parametres de culture en erlenmeyer n’a pas fait ressortir de conditions
possédant une influence positive significative sur I’activité. Cependant, lors de la culture en bioréacteur
il ressort que la température joue un réle important dans la production de composé(s) bioactif(s),
notamment a une valeur optimale de 37 °C. Enfin, la comparaison des données obtenues en
spectrométrie de masse a partir des extraits actifs et inactifs ne montre pas de différence significative
entre les deux groupes. Cela laisse envisager la possibilité que les composés responsables de I'activité
soient tres minoritaires dans les extraits, ou bien tout simplement qu’ils ne s’ionisent pas dans nos
conditions d’analyse par spectrométrie de masse.
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bactéries de type Nocardia sp. par
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Les extraits de la culture de DP94 en bioréacteur décrite dans la partie 2 — D. — 1. « Culture en
bioréacteur de DP94 » (p. 55) ont été étudiés dans le but d’identifier les composés produits. L’activité
des composés isolés sera également testée.

Tableau 16 : Quantité d’extrait, rendements et activité cytotoxique des extraits obtenus par culture en bioréacteur

Quantité Rendement Clso (ng/mL)
d’extrait (mg) (mg/L) m
TY (5L) @ Extrait de résine 657,3 131,5 >200 >200
Extrait surnageant 137,6 27,5 120+25 128 +33

A. Etude de I'extrait de résine

L'extrait de résine a tout d’abord été fractionné par chromatographie flash sur colonne de silice avec
un gradient de solvant de gamme de polarité croissante. Les solvants utilisés dans I'ordre de polarité
croissante sont le cyclohexane, le dichlorométhane, I’acétate d’éthyle et le méthanol. Cependant, du
fait d’un probleme d’injection, la quasi-totalité de I'extrait a été éjectée dans les fractions 2 et 3. Celles-
ci ont donc été recombinées et une seconde chromatographie flash a été réalisée dans les mémes
conditions. 47 fractions ont ainsi été obtenues. Aprés analyse par HPLC-UV-DAD, certaines fractions
avec des profils chimiques similaires ont été rassemblées menant a 23 fractions.

1. Fraction 6

La fraction 6 constituée de 12,1 mg a mené a lI'isolement de 2 composés (1 et 2) aprés purification par
HPLC semi-préparative sur colonne Prevail Cizs avec un mélange éluant d’eau et d’acétonitrile
(H,O/ACN) débutant a 30% d’ACN et allant jusqu’a 100% d’ACN en 20 min (Figure 36). Le composé 1
(1,2 mg; 0,24 mg/L de culture) obtenu pur a partir de la sous-fraction 2, a été identifié par les données
de HRMS et la comparaison des données spectrales obtenues par analyse RMN *H et 3C comme étant
I'indole-3-carboxaldehyde, un dérivé indolique retrouvé dans de nombreux organismes tels que des
plantes [121], des éponges marines [122] et diverses bactéries dont des Actinobactéries [123-125]. Le
composé 2 (1,5 mg ; 0,3 mg/L de culture) obtenu dans la sous-fraction 4, n’a pas pu étre identifié du
fait d’'une trop faible quantité et la présence d’une forte proportion d’'impuretés. Les sous-fractions 1
et 3 sont constituées de mélange de composés.

Facion | atem)

1 1,5
Fraction 6 > 2 1,2 :
12,1 mg HPLC semi-prep 3 11
Colonne Prevail Cig ! 1.
% ACN P 05 Composé 1:
H.O/ACN 70/30->100% , \ indole-3-carboxaldé hyde
Composé 2

Figure 36 : Isolement des composés 1 et 2 a partir de la fraction 6
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2. Fraction 7

La fraction 7 de 20,6 mg a aussi été purifiée par HPLC semi-préparative sur colonne Prevail Cis avec un
mélange éluant H,O/ACN, ce qui a mené a 'isolement du composé 3 (1,8 mg; 0,36 mg/L) qui n’a pas

pu étre encore identifié.

3. Fraction 8

La fraction 8 constituée de 235,3 mg, soit la fraction la plus importante, a été fractionnée une seconde
fois par chromatographie flash sur gel de silice avec un systeme éluant constitué au départ par un
mélange de dichlorométhane et d’acétate d’éthyle (CH,Cl,/AcOEt) par un gradient augmentant en
polarité jusqu’a atteindre 100% d’AcOEt. Le méthanol est ensuite ajouté graduellement jusqu’a 20%
de méthanol ce qui a permis d’obtenir 8 nouvelles fractions. Les fractions 1 et 2 issues de ce second
fractionnement ont été rassemblées (126,9 mg) et un troisiéme fractionnement par chromatographie
flash sur gel de silice suivant le méme gradient d’élution a donné encore 10 sous-fractions (Figure 37).

La sous-fraction 6 (75,4 mg) a été purifiée par HPLC semi-préparative sur colonne Prevail Cis avec un
mélange isocratique de solvant H,O/ACN 70/30 donnant 4 sous-fractions. A partir des sous-fractions 1
et 4, deux autres composés (4 et 5) ont été isolés. Le composé 4 (13,0 mg; 2,6 mg/L de culture) est
identifié par comparaison des données de RMN H et 3C avec les données de la littérature comme
étant une dicétopipérazine connue, la cyclo (L-Val-L-Pro) déja isolée a partir d’actinobactéries
[126,127]. Le composé 5 n’a pas pu étre identifié du fait du grand nombre d’impuretés présentes
malgré de nombreux essais de purification. Les sous-fractions 2 et 3 sont constituées d’'un mélange

des deux mémes composés, leur isolement est en cours.

Fraction 8

235,3 mg

Chromatographie flash
Silice, CHZCIZ/ACOEt, AcOEt/MeOH

Fractionl 1 | 2 ] 3 |4 ] s |6 ]7 ]38

Qté (mg) 82 1187 39,2 141 85 32 3,7 199

Chromatographie flash

CH,Cl,/ACOEt, AcOEt/MeOH

Fraction) 1] 2 | 3 ] a5 ]6] 7|89 |10

Composé 4 :
Cyclo (L-Val-L-Pro)

Qté(mg) 15 14 89 63 195 754 82 98 36 16,0 m
. 1 3o
HPLC semi-prep ) 94
Colonne Prevail Cis | 3 3,5
HZO/ACN 70/30 4 15,7 \

Composé 5

Figure 37 : Isolement des composés 4 et 5 a partir de la fraction 7
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4. Fraction 9

La fraction 9 constituée de 143,1 mg a également été fractionnée une seconde fois par
chromatographie flash donnant ainsi 11 nouvelles fractions (Figure 38). La fraction 3 a mené a
I'isolement du composé 6 (6,9 mg ; 1,38 mg/L de culture) par HPLC semi-préparative avec un mélange
H>O/ACN a 60/40. Ce composé n’est pas identifié aujourd’hui du fait d’'une pureté insuffisante. La
fraction 7 (20,8 mg) a été séparée par HPLC semi-préparative sur colonne Prevail C;3 avec un mélange
éluant H,O/ACN isocratique a 25% d’ACN, donnant ainsi 3 sous-fractions. La purification de la sous-
fraction 1 a mené a lidentification du composé 7 (5,7 mg; 1,14 mg/L) qui est une seconde
dicétopipérazine, la cyclo (L-Tyr-D-Pro) qui a déja été isolée a partir de Streptomyces sp. [128]. La
structure et la configuration de la molécule ont été déterminées par comparaison des données
obtenues en RMN H et 3C et la formule brute est obtenue par la spectrométrie de masse. Les sous-
fractions 2 et 3 sont constituées de mélange de plusieurs produits.

Fraction 9
143,1 mg

Chromatographie flash l

Silice, CHZCIZ/ACOEt, AcOEt/MeOH

Fraction| 3 | 2 ] 3 ] a s 6|78 ]9 [0l

Qté (mg) 6,9 4,1 1314 9,9 51 41 20,8 2,6 1,7 0,4 6,6

HPLC semi-prep HPLC semi-prep
Colonne Prevail Cis Colonne Prevail Cis 0
HZO/ACN 60/40 HZO/ACN 75/25 N
m HN
6,9 4? Composé 6 m/ HO H
2 3,0 , ©
2 0,5 Composé 7 :
3 12 Cyclo (L-Tyr-D-Pro)

Figure 38 : Isolement des composés 6 et 7 a partir de la fraction 9

5. Fraction 14

La fraction 14 constituée de 22,1 mg, a été séparée par HPLC semi-préparative sur colonne Prevail Cis,
avec un mélange : éluant H,O/ACN isocratique a 25% d’ACN (Figure 39). Les composés 8 (2,4 mg ; 0,48
mg/L de culture) et 9 (1,8 mg ; 0,36 mg/L) ont été identifiés a partir des 2 sous-fractions obtenues. Ce
sont également 2 dicétopipérazines connues: la cyclo (L-Ala-L-Phe) et la cyclo (L-Tyr-L-Tpn)
respectivement. Toutes les deux ont déja été obtenues a partir de culture de Streptomyces sp
[129,130].
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(0]
i Qté (mg)
Fraction 14 HPLC semi-prep - m- "
Col Prevail C g 1 24 5
22.1m olonne Frevall Ci1g
o 2 1,8 HN
HZO/ACN 75/25 ,
(0]
Composé 8 :
Cyclo (L-Ala-L-Phe)
(@]
S NH OH
HN
HN
O
Composé 9:
Cyclo (L-Tyr-L-Tpn)

Figure 39 : Isolement des composés 8 et 9 a partir de la fraction 14

Le composé 8 a été identifié par comparaison des données spectrales obtenues en RMN *H et 13C et
en spectrométrie de masse avec les données décrites dans la littérature.

La structure du composé 9 a été confirmée par synthése a partir des 2 acides aminés
correspondant (Schéma 2) : la L-tyrosine et le L-tryptophane sous sa version protégée par un
groupement carboxybenzyle, L-ZTpn. Dans un premier temps le groupement carboxylique de la
tyrosine a été protégé par une réaction de méthylation par le méthanol en présence de chlorure de
thionyle avec un rendement quantitatif (Schéma 1). Puis les 2 acides aminés ont été condensés en
présence de diisopropyléthylamine (DIPEA) et de N,N,N’,N’-Tetramethyl-O-(benzotriazol-1-yl)uronium
tetrafluoroborate (TBTU) pour former la liaison peptidique avec un rendement de 75 % (Schéma 2).
Enfin, la cyclisation de la dicétopipérazine a été effectuée par hydrogénation catalytique avec du
cyclohexene et du palladium sur charbon dans le méthanol donnant la cyclo (L-Tyr-L-Tpn) avec un
rendement final de 43 % (Schéma 2).

0]
Q _Me
MeOH, SOCI, 0
OH > NH
NH, 0°C HO 2
HO 100%

Schéma 1 : Protection de la L-Tyrosine par méthylation
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NH

O 7 (0}
NH NHZ 0]
v NH
DIPEA, TBTU Cyclohéxene, Pd/C N
DCM/ACN (9/1), A reflux 12h
75 % 57 % ©
_Me
O
NH, OH

HO

Schéma 2 : Synthése de la cyclo (L-Tyr-L-Tpn)

Le produit obtenu a été analysé par RMN *H et 3C ainsi que par HPLC/MS et les données ont été
comparées a celles obtenues pour le composé 9 obtenu par isolement, confirmant ainsi sa structure.

6. Fraction17

La fraction 17 constituée de 77,8 mg a permis un deuxieme isolement du composé 2 aprées purification
par HPLC semi-préparative sur colonne Prevail Cis en utilisant un mélange éluant H,O/ACN avec un
premier palier a 40% d’ACN pendant 10 min puis une montée a 100% d’ACN en 2 min et un second
pallier a 100% d’ACN pendant 10 min. Le produit obtenu (7,4 mg) a été purifié sur colonne de gel de
silice a I'aide de dichlorométhane et 3,4 mg (0,68 mg/L de culture) du composé 2 précédemment isolé
de la fraction 6 ont été récupérés (Figure 40). Il n’a pas encore été identifié a ce jour.

Fraction 17 HPLC semi-prep =MColonne de gel de silice_ )
77,8 mg Colonne Prevail Cis 1 7.4 100% DCM >| Compose 2
HZO/ACN 60/40 puis
100% ACN

Figure 40 : Isolement du composé 2 a partir de la fraction 17

7. Fraction 18

La fraction 18 constituée de 20,2 mg a été séparée par HPLC semi-préparative sur colonne Prevail Cys
avec un gradient constitué d’'un mélange H,O/ACN partant a 20% d’ACN et augmentant jusqu’a 60%
d’ACN en 10 min. Cette méthode a permis d’isoler le composé 10 (3,9 mg ; 0,78 mg/L de culture) qui a
été identifié comme étant le 1-(5-Deoxy-B-D-erythro-pent-4-enofuranosyl) [131] décrit pour la
premiere fois comme étant un produit naturel (Figure 41). Ce composé est probablement issu de la
déshydratation de I'adénosine [132]. La sous-fraction 2 est constituée d’'un mélange de produits.
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NH,
Ty
 Fraction |Qté (meg)| < @

Fraction 18 HPLC semi-prep _ 1 39 o
20,2 mg Colonne Prevail Cis 18 OH
HZO/ACN 80/20 > 40/60 OH
Composé 10 :
1-(5-Deoxy-b-D-erythro-pent-4-
enofuranosyl)

Figure 41 : Isolement du composé 10 a partir de la fraction 18

8. Fraction 19

La fraction 19 constituée de 38,5 mg, a été fractionnée par HPLC semi-préparative sur colonne Prevail
Cis avec un mélange isocratique de solvants H,O/ACN a 85/15. Cette méthode a permis I'obtention de
3 sous-fractions (Figure 42). Le composé 11 (7,4 mg; 1,48 mg/L de culture) a été isolé a partir de la
sous-fraction 2 et a été identifié par comparaison des données de RMN 'H et 13C et de spectrométrie
de masse avec les données décrites dans la littérature comme étant I’adénosine, constituant de I’ADN.
Les sous-fractions 1 et 3 sont constituées de mélange de produits.

NH»
N AN
PP
Fraction 19 HPLC semi-prep N Mnnn N N
38,5 mg Colonne Prevail C;s (?:ge) 32 74 15 0 OH
HZO/ACN 85/15 HO
OH
Composé 11 :
Adénosine

Figure 42 : Isolement du composé 11 a partir de la fraction 19

9. Fraction 21

La fraction 21 (6,9 mg; 1,38 mg/L de culture) était directement constituée d’un composé pur, le
composé 12, identifié comme étant la cyclo (L-OMet-L-Pro), par comparaison des données spectrales
obtenues expérimentalement avec les données décrites dans la littérature (Figure 43). Il a été
précédemment isolé d’'une souche de Streptomyces sp [133].

9 (0]
/S N
HN
(0]
Composé 12 :

Cyclo (L-OMet-L-Pro)

Figure 43 : Composé 12
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B. Etude de I'extrait surnageant

1.

Isolement des composés 13 et 14

L'extrait surnageant (137,6 mg) a tout d’abord été partitionné par une extraction liquide/liquide aprés
avoir été repris dans du méthanol. Il a été contre-extrait trois fois par du cyclohexane. La fraction
méthanolique (120,3 mg) a ensuite été fractionnée par chromatographie flash sur colonne de silice
greffée en Cis par un gradient de solvants constitué au départ de 80% d’eau et de 20% d’acétonitrile.
Puis la proportion d’acétonitrile a été augmentée graduellement par paliers jusqu’a atteindre 100%
d’ACN, ce qui a permis I'obtention de 14 fractions. La fraction 5 (16,5 mg) a mené a I'isolement de 2
nouveaux composés 13 (1,4 mg; 0,28 mg/L de culture) et 14 (2,1 mg; 0,42 mg/L) a partir des sous-
fractions 2 et 3 obtenues apres purification par HPLC semi-préparative sur colonne Prevail Ci5 avec un
mélange isocratique des solvants H,O/ACN a 70/30 (Figure 44).

Qté (mg)

0,4

m &' en cheoemaingrap®ie Flosh an phase mayeme
F _.z.
% .
\T‘ \_/
s \_\_
._\
W

% ACH

Extrait

surnageant
120,3 mg

Phase inverse, H O/ACN 80/20 3 100% ACN

Qté (mg) 1,9 1,4

|

2,1 2,0 1,7

T

Chromatographie flash,

HPLC semi-prep

Colonne Prevail Cig

H,0/ACN 70/30

o o}
N\
HN
HO \[(HF/ HO HN
Br (0] Br
Composé 13 : Composé 14 :
Cyclo (L-Br-Tyr-D-Pro) Cyclo (L-Br-Tyr-L-Pro)

Figure 44 : Isolement des composés 13 et 14 a partir de I’extrait surnageant
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2. Elucidation structurale des composés 13 et 14

L'analyse des sous-fractions 2 et 3 par LC-MS a révélé des composés avec des temps de rétention
différents (23,4 min et 23,9 min) et des spectres de masse identiques possédant un massif isotopique
caractéristique de composés monobromés avec un m/z a 338-340 (Figure 45).

Chromatogramme LC-UV
de la fraction 5 de I'extrait
surnageant

Sous-fraction 2 Sous-fraction 3

HPLC Semi-préparative

Chromatogramme LC-UV et spectre Chromatogramme LC-UV et spectre
de masse du composé 13 de masse du composé 14

Figure 45 : Profil chimique et procédé d’isolement des composés 13 et 14. Tous les échantillons ont été analysés a 220 nm sur une
colonne Prevail C15 avec un gradient de H,O (A)/acetonitrile (B) (10 min 100% de A, 30 min de 0% de B a 100% de B, 10 min 100% de B).

L’analyse des composés en HR-ESIMS (High Resolution — ElectroSpray lonisation Mass Spectrometry)
a donné une masse de m/z 339,0329 [M + H]*, correspondant a la formule brute C14H15BrN,0; (masse
calculée : 339,0339) identique pour les 2 fractions.
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L’analyse par RMN du proton montre des signaux similaires a ceux de la cyclo (L-Tyr-L-Pro) excepté
pour les protons aromatiques. Les signaux observés en RMN du proton et du carbone 13 sont
rassemblés dans le tableau 17.

Tableau 17 : Données spectroscopiques RMN-1H et RMN-13C des composés 13 et 14.

No 13 14
) 6u (.l in HZ) &¢ 6n (.l in HZ) 8¢
1 - - - -
2 ; 167.3 - 166.7
3 4.14,t (4.7) 59.8 4.38,td (4.7, 2.0) 57.7
4 - - - -
5 ; 171.1 - 170.7
4.07, ddd
2.82 . ’ .
6 82,m 293 (10.9, 6.3, 2.0) 60.0
1.70, m 1.25,m
7 212, m 299 2.13, m 29:5
1.95 m
8 o 225 1.84, m 22.6
3.36,m 3.38,m
I 3.56, m 46.2 357, m 45.9
2.88,dd (13.9, 2.99, dd (14.2,
4.9) 4.7)
10 3.09, dd (13.9, 39.7 3.13,dd (14.2, 37.1
4.9) 4.7)
11 ; 128.9 ) 129.6
12 6.98, dd (8.2, 2.1) 131.3 7.03,dd (8.3, 2.2) 131.4
13 6.83,d (8.2) 117.2 6.81,d (8.3) 116.9
14 ; 110.8 - 110.6
15 ; 155.0 ; 154.5
16 7.29,d (2.1) 135.5 7.35,d (2.2) 135.4

La valeur du déplacement chimique de C-15 sur le spectre RMN-13C et la forme caractéristique du
massif isotopique sur le spectre de masse confirment la présence d’un brome dans la structure. Tout
d’abord, les signaux en RMN du proton et le déplacement chimique de H-3 et H-6 ainsi que la présence
de 2 fonctions carbonyles (C-2 6 = 166.7, C-5 6 = 170.7) témoignent d’une structure de type
dicétopiperazine. Ensuite, les corrélations COSY entre les protons H-6, H-7, H-8, et H-9 établissent la
présence d’une chaine alkyle. Cette chaine est connectée a une fonction carbonyle grace a une
corrélation HMBC entre H-7 et C-5 correspondant ainsi au groupement proline. Les signaux
aromatiques sur le spectre RMN du proton (H-12, H-13, et H-16) sont caractéristiques d’un
groupement phényl meta- para- disubstitué, et les déplacements chimiques de C-15 (6: 154.5) et C-14
(6:110.6) montrent la présence d’un groupement hydroxyle et d’un atome de brome, respectivement.
Les corrélations COSY entre H-10 et H-3 ainsi que les corrélations HMBC entre H-10 et C-3 et C-2
témoignent de la liaison entre le cycle aromatique et le cycle dicétopipérazine. La structure du
composé 14, obtenu sous la forme d’une poudre blanche a été ainsi établie comme montré dans la
figure 46.
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Figure 46 : Corrélations HMBC et COSY du composé 14

Le composé 13 a également été obtenu sous la forme d’une poudre blanche et sa formule brute est
identique a celle du composé 14. Son spectre RMN-'H présente les mémes signaux que ceux indiqués
pour le composé 14 mais avec quelques modifications dans les déplacements chimiques, et plus
particulierement pour H-3, H-6, H-7, et H-10 (Tableau 17). Ces données indiquent que ces composés
sont deux diastéréoisomeres. Dans le but de décrire la stéréochimie des composés leur synthese a été
réalisée.

3. Synthése des composés 13 et 14

La synthése de la cyclo (L-Pro-L-Br-Tyr) 14 et de I'un de ses diastéréoisomere, la cyclo (D-Pro-L-Br-Tyr)
13 débute avec la bromation de la L-tyrosine avec du Br; dans des conditions acides. Par la suite, la
fonction amine a été protégée en formant un dérivé N-Boc en présence de bicarbonate de sodium ce
qui a abouti a I'intermédiaire 17 avec un excellent rendement sur 2 étapes. La L-Br-Tyrosine protégée
par le N-Boc (17) a ensuite été condensée avec soit la L-Proline soit la D-Proline en présence de |'agent
couplant TBTU (O-(1H-Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetramethyluronium tetrafluoroborate) et de la
base de Hiinig DIPEA (N,N-Diisopropyléthylamine) pour donner les composés 19a (60%) et 19b (20%),
respectivement. Finalement, la fermeture du cycle est réalisée dans I’eau chauffée a 130°C pendant
4h, donnant ainsi les composés 13 et 14 avec des rendements modérés de 64% et 36%,
respectivement. La synthése de 13 et 14 est présentée dans le schéma 3.
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Schéma 3 : Synthése de la cyclo (D-Pro-L-Br-Tyr) (13) et de la cyclo (L-Pro-L-Br-Tyr) (14). TBTU: (O-(1H-Benzotriazol-1-yl)-
N,N,N',N'-tetramethyluronium tetrafluoroborate), DIPEA: (N,N-Diisopropyléthylamine)

Les données de RMN-'H de la cyclo (p-Pro-L-Br-Tyr) et de la cyclo (L.-Pro-L-Br-Tyr) obtenue par la
synthése sont identiques a celles des composés 13 et 14 isolés de la culture, confirmant ainsi la
stéréochimie de ces produits. La présence de la fonction amide est mise en évidence par I'apparition
d’un signal N-H a 9.54 ppm pour le composé 13 dans le CsDsN et a 8.72 ppm pour le composé 14 dans
le (CD3),CO. Ces travaux ont fait I'objet d’'une publication dans Molecules [134].
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C. Autres composés isolés

1. Apartir de la culture en erlenmeyer a grande échelle dans le milieu TY

L’extrait de résine obtenu suite a la culture de la souche DP94 en erlenmeyer (547,6 mg) (décrite dans
la partie 2, C., 3. Confirmation a grande échelle, p. 52) a également été fractionné par chromatographie
flash sur colonne de gel de silice. Le mélange de solvants utilisé débute avec du dichlorométhane
(DCM) et du cyclohexane a 50/50 jusqu’a 100% de DCM puis de 'acétate d’éthyle (AcOEt) est ajouté
de fagon progressive jusqu’a 100% d’AcOEt et enfin du méthanol est ajouté jusqu’a un maximum de
20%. Cette méthode a permis I'obtention de 20 fractions. La fraction 7 (31,5 mg) a été purifiée par
HPLC semi-préparative sur colonne Prevail Ci5 avec un gradient de solvant eau/acétonitrile partant de
100% d’eau puis augmentant de 0 a 60% d’ACN en 20 min. Ainsi, le composé 20 a été isolé (4,3 mg;
0,86 mg/L de culture) et identifié par comparaison des données spectroscopiques obtenues par RMN
'H et 13C et par spectrométrie de masse avec les données décrites dans la littérature comme étant la

cyclo (L-Leu-L-Pro). Ce composé a déja été isolé d’une Actinobactérie, une souche de Streptomyces sp
[126] (Figure 47).

La fraction 12 (83,8 mg, 16,76 mg/L) a donné directement le composé 21 avec une pureté suffisante
pour l'identifier. Il s’agit de la cyclo (L-Tyr-L-Pro) qui a également déja été isolée a partir de diverses
souches de Streptomyces [128,133,135]. Elle a également été identifiée par comparaison des données

spectroscopiques obtenues par RMN *H et 13C et par spectrométrie de masse avec les données décrites
dans la littérature.

il | O - ) : Extrait de résine
f de la culture en

3 erlenmeyer
: 547,6 mg

w || _ Chromatographie flash,
o T i Silice, cyclohexane/DCM puis DCM/AcOEt
H] e 1 ] 1 i Sl AN an (L puis DCM/MEOH

T T - % ARt % hAeCHi
1,6 3,2 38 42 8,0 31,5 14,6 18,8 61,3 10,0 83,8 40,7 17,6 9,0 17,4 4,9 27,8 7,7 31

Qté (mg) 87

Colonne Prevail Cys
100% HZO - 40/60 HZO/ACN

0,4 0,8 2,4 2,2 4,3 12 0,7 2,5

Qté (mg) 0,3 0,6

HPLC semi-prep l

HO

Composé 20 : Composé 21 :
Cyclo (L-Leu-L-Pro) Cyclo (L-Tyr-L-Pro)

Figure 47 : Isolement des composés 20 et 21 a partir de I’extrait de résine de la culture réalisée en erlenmeyer
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2. A partir d’une culture du plan d’expérience

Les analyses des chromatogrammes HPLC des extraits obtenus lors de la réalisation du plan
d’expérience précédemment décrit, ont mis en évidence un composé non encore isolé présent en
grande quantité dans l'une des expériences (expérience n°1). L'extrait de résine obtenu avec la
premiére expérience (milieu TY, pH 6, 25°C, 1% d’inoculum et 150 rpm) (365,2 mg) a donc été
fractionné par chromatographie flash sur colonne de gel de silice. Le mélange éluant utilisé débute a
100% de cyclohexane, redescend rapidement a 50/50 cyclohexane/DCM puis a 100% de DCM. Comme
précédemment I’AcOEt est ensuite ajouté progressivement jusqu’a 100% d’AcOEt. Enfin le méthanol
est ajouté jusqu’a une proportion de 20% dans I’AcOEt. Grace a cette méthode 22 fractions ont été
obtenues et la fraction 21 (10,5 mg) était constituée d’un composé pur, le composé 22, identifié
comme étant I'adénine (Figure 48).

w | — ; Extrait de résine de
| N - - I'expérience 1 du
w . plan d’expérience
s 7.5 365,2 mg

,"I ‘ Y L' Chromatographie flash,
g e <My e g e Silice, cyclohexane/DCM puis DCM/AcOEt puis
DCM/MEOH
Mﬂﬂﬂﬂﬂﬂ-ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ
Qté (mg) 52 28 1029 383

f >

NH,

Composé 22
Adénine

Figure 48 : Isolement du composé 22 a partir de I’extrait de résine de I'expérience 1 du plan d’expérience
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D. Activités des produits isolés
1. Evaluation de I'activité biologique des composés nouveaux

L'activité cytotoxique des 2 nouvelles dicétopipérazines synthétisées a été évaluée sur deux lignées
cellulaires différentes : HaCaT (kératinocyte humain) et B16 (mélanome murin) (Tableau 18). Pour les
deux composés la Clsp était >200 ug/mL.

Les intermédiaires de synthése 19a et 19b sont décrits pour la premiére fois dans ces travaux ; leur
activité cytotoxique a également été déterminée. Seulement I'un d’eux, le 19b, a montré une activité
intéressante sur les 2 lignées cellulaires HaCaT (Clso 7 £ 2,5 ug/mL) et B16 (Clso 18 £ 5 pg/mL).

Tableau 18 : Activité cytotoxique des composés 13, 14, 19a et 19b

Composés 13 14 19a 19b
HaCaT >200 >200 >200 72,5
Clso (HG/ML) “g1e 5200 200 200 18+5

2. Evaluation de I'activité biologique des composés connus

Dans les paragraphes suivants seront présentées les activités biologiques connues des principaux
composés isolés.

Ainsi, la cyclo (L-Val-L-Pro) (4) a présenté des activités moyennes d’inhibition de la croissance
bactérienne sur plusieurs souches d’origine marine avec notamment une CMI de 200 pg/mL sur
Loktanella hongkongensis. Ce composé inhibe également le développement des larves de bernacle
Balanus amphitrite avec une CEsp a 37ug/mL [136]. Elle a également été décrite comme activatrice des
biorapporteurs de la N-acylhomosérine lactone (AHL) qui estimpliqué dans le « quorum-sensing » avec
une concentration minimale pour activer le biorapporteur de 2,5 nM. Elle active également
I’expression des protéines vertes de fluorescence chez Vibrio anguillarum DM27 [137].

La cyclo (L-Tyr-L-Pro) (21) a montré des activités herbicides sur des feuilles de centaurée tachetée a
103, 10" et 10> M [138]. Elle est également bien impliquée dans le « quorum-sensing » en inhibant la
N-(3-oxohexanoyl)-L-homoserine lactone, un médiateur connu de la communication entre les
bactéries. La cyclo (L-Tyr-L-Pro) inhibe la lumiere émise par Escherichia coli pSB401, ce phénoméne
étant lié a 'action de la 3-ox0-C6-HSL sur le récepteur LuxR avec une Dlso de 0,9 mM. Elle active
également le biosenseur d’Agrobacterium tumefaciens NT1 (pDC141E33) [139,140].

La cyclo (Ala-Phe) (8) a été décrite comme composé antifouling. Elle inhibe notamment la colonisation
des zoospores de Ulva pertusa avec une CEsp de 2,2 pg/mL et celle des diatomés de Navicula annexa
(CEso = 0,8 ug/mL) [129].

La cyclo (L-Tyr-L-Tpn) (9) a précédemment démontré des activités antibiotiques envers un certain
nombre de bactéries avec des CMI de I'ordre de la dizaine de pg/mL et de champignons avec des CMI
de I'ordre de la centaine de pg/mL [141].
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La cyclo (L-Leu-L-Pro) (20) a une activité antibiotique notamment envers les entérocoques résistants a
la vancomycine avec des CMI de I'ordre de la dizaine de pg/mL. Elle présente également une activité
anti-mutagéne sur des souches de Salmonella typhimurium TA98 et TA100 avec 50% d’inhibition du
nombre de colonies mutantes a une concentration de 1 ug/boite [142]. Un autre article décrit des
propriétés antibiotiques moyennes avec des CMI de I'ordre de la dizaine de pg/mL envers 2 souches
bactériennes et de la centaine de pg/mL envers Escherichia coli et avec des CMI de I'ordre de la dizaine
de pg/mL envers 5 souches fongiques [143]. Lorsqu’elle est associée a la cyclo (Phe-Pro), un effet
synergique est observé sur I'activité antibiotique. Les CMI sont alors diminuées d’un log et ces deux
composés permettent une radioprotection de différentes lignées cellulaires. En présence de 1 pg/mL
de cyclo (L-Phe-L-Pro) + cyclo (L-Leu-L-Pro) le nombre de cellules survivantes a une exposition a des
radiations est augmenté, il passe a 90% alors qu’il est a 50% sur le controle [144]. Ce composé a
également la capacité d’inhiber partiellement la production d’aflatoxines par Aspergillus parasiticus a
une concentration de 1 mg/mL et totalement a 3,5 mg/mL [145]. Il posséde enfin des propriétés
antifongiques avec des CMI de I'ordre du pg/mL sur Mucor ramannianus 1AM 6218, Rhizoctonia solani
IFO 6218, Pyricularia oryzae |FO 5994, Trichophyton mentagrophytes ATCC 18749 et T. rubrum ATCC
44766 [146)].

La cyclo (L-Tyr-D-Pro) (7) a montré des activités antibiotiques avec des CMI de I'ordre de la dizaine de
pg/mL contre des bactéries et des champignons [143]. Une seconde étude reporte ses propriétés
antibiotiques avec des CMI entre 16 et 32 pg/mL envers différentes souches bactériennes et un effet
synergique de cette activité lorsque la cyclo (L-Tyr-D-Pro) est utilisée en association avec la cyclo (L-
Leu-L-Pro) (20) (CMI entre 1 et 4 pg/mL) et la cyclo (L-Leu-D-Pro) (CMI entre 0,5 et 8 ug/mL) [147].

Il n’y a aujourd’hui aucune activité décrite pour la cyclo (L-Omet-L-Pro) (12).

L’adénine (22) et I'adénosine (11) sont des métabolites primaires impliqués dans la constitution de
I’ADN et de nombreux constituants cellulaires. L'adénosine est par exemple impliquée dans les
transferts d’énergie au sein de I'organisme par le biais de '’ATP (Adénosine TriPhosphate). Elle est
également responsable d’'un certain nombre d’activités physiologiques par l'intermédiaire des
nombreux récepteurs a I'adénosine (A, A2a, A2b, A3) qui se retrouvent principalement au niveau du
systeme nerveux central, des bronches, du cceur et des vaisseaux, des plaquettes et enfin ils ont un
role dans l'inflammation [148]. Le composé (10), isolé pour la premiéere fois a partir d’'une source
naturelle [149] a été décrit chez les bactéries comme un produit de dégradation de la coenzyme B12
ou adénosylcobalamine, obtenu par I'action de la lumiére et d’un facteur de transcription nommé CarH
[150]. Il existe notamment un de ses dérivés plus connu pour ses propriétés antibactériennes. Il s’agit
de I'angustmycin A (ou decoyinine) qui est elle-méme isolée a partir d’un Streptomyces hygroscopicus
var decoyicus existant en équilibre avec son équivalent hydraté : la psicofuranine (Figure 49) [132].

NH, NH,
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=
N~ N N~ TN
OH - OH
o) o)
OH OH
HO
Psicofuranine Angustmycin A

Figure 49 : Structures de la psicofuranine et son équivalent déshydraté I'angustmycine A
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Un dérivé de l'auxine, I'indole 3-carbaldéhyde (1) a également été isolé. Ce composé a montré une
activité antiparasitaire notamment par l'inhibition de la croissance de Tripanosoma cruzi, parasite
responsable de la maladie de Chagas, avec une Clso de 26,9 uM [151] ainsi que par I'inhibition des
zoospores de Phytophthora capsici, un phytopathogéene impliqué dans la destruction de cultures de
poivrons. Il inhibe 100 % de la germination des zoospores a 500 ppm [152]. Des études démontrent
également une activité antibactérienne a plusieurs reprises contre Staphylococcus aureus (CMI = 32
ug/ml), Enterococcus faecium (CMI = 32 pg/ml), Escherichia coli (CMI = 64 pg/ml) et Legionella
pneumophila (CMI = 100 pg/mL) [125,153]. Il inhibe les biofilms bactériens formés par Vibrio cholerae
03 a hauteur de 65 % a une concentration de 25 pg/mL, avec une CMI de 50 pg/mL sur V. cholerae
[154], celui de Vibrio parahaemolyticus est inhibé a 71% et 89% a 200 et 400 pg/mL respectivement
[155]. Le biofilm d’Escherichia coli 0157:H7 est inhibé 11 fois en présence de I'indole-3-carbaldéhyde
a 100 pg/mL et celui de P. aeruginosa PAO1 est inhibé 1,9 fois. Ces activités inhibitrices de la croissance
bactérienne sont notamment liées a la capacité de I'indole 3-carbaldéhyde a moduler la cascade du
« quorum sensing », dans le cas de Vibrio. L'indole-3-carbaldéhyde stimule les récepteurs opaR qui
régulent la capacité de former des biofilms (stimule la production de capsule et inhibe la production
de flagelles latéraux) [154,155].

Puisqu’aucune activité cytotoxique n’a été déja mentionnée, tous les composés isolés ont été testés
sur les lignées cellulaires B16 et HaCaT. Les résultats sont présentés dans le tableau 19 ci-dessous.

Tableau 19 : Résultats des tests de cytotoxicité des composés isolés 1-12 et 20-22 sur cellules HaCaT et B16

Composé 1 2 3 4 5 6 7 8 ]
Clso B16 (png/mL) 72+ 6 63+1 >200 >200 >200 & >200 >200 >200 @ >200

Clso HaCaT 79+6 | 3143 200  >200 >200 200 @ >200 200 @ >200
(ng/mL)

| Composé | 10 | 11 12 | 20 | 21 | .2 |

Clso B16 (ug/mL) | 150%6 >200 >200 | >200 @ >200 | >200
Clso HaCaT

100+22 >200 >200 >200 >200 = >200
(ng/mL)

Les composés isolés ne présentent que peu ou pas d’activité cytotoxique. Ces résultats sont
notamment surprenants pour le composé 10 pour lequel on aurait pu imaginé une réaction d’addition
de Mickaél sur I’ADN. Le produit a été testé une seconde fois et a présenté une Clsp > 200, donc une
augmentation, cela peut étre expliqué par une hydratation du composé en adénosine par I'eau
présente dans le DMSO (solvant utilisé pour les tests biologiques).
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E. Variation de la communication suivant les conditions de culture

Comme vu précédemment lors de I'optimisation de la culture de la souche DP94, on constate une
variation de la production bactérienne en fonction des différents milieux de cultures utilisés. Les
composés isolés ont été repérés sur les profils chimiques obtenus dans les différents milieux montrant
ainsi de fagon concréte les variations de la production. lls ont tout d’abord été situés sur le
chromatogramme de I’extrait de résine brut a partir duquel la plupart des composés (1 — 11) ont été
isolés. On peut déja remarquer que I'on ne retrouve pas tous les composés, par exemple les
dicétopipérazines bromées 13 et 14 isolées a partir de I'extrait surnageant ne sont pas présentes dans
cet extrait de résine (Figure 50).
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Figure 50 : Chromatogramme de I’extrait de résine a 220 nm. HPLC/UV-DAD sur colonne Prevail® C1g 5 um, gradient d’élution
H,0/ACN : 100% H,0 de 0 a 5 min, de 0% a 100% d’ACN entre 5 et 35 min, 100% d’ACN de 35 & 45 min, de 100% a 0% d’ACN
entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 & 60 min. Détection par UV-DAD (détecteur ultra-violet a barrette de diode) ici montrée
a 220 nm.

Les composés isolés (1 —21) ont ensuite été repérés sur les chromatogrammes obtenus lors des essais
d’optimisation (Figure 51). Nous constatons que le profil chimique de la souche DP94 dans le milieu
ISP2 est différent de celui obtenu avec TY. Les composés majoritaires de I'extrait de résine de la culture
dans le milieu TY (5, cyclo (L-Tyr-D-Pro) 7 et cyclo (L-Tyr-L-Pro) 21) ne sont par exemple que trés peu
présents voir complétement absents de ce chromatogramme. Les composés en début de gradient dont
la concentration évolue au cours du temps sont identifiés comme étant le 1-(5-Deoxy-p-D-erythro-
pent-4-enofuranosyl) (10) et 'adénosine (11). Il semble que la concentration en adénosine augmente
au fil des jours au détriment du composé 10.
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Figure 51 : Chromatogrammes des extraits obtenus dans le milieu ISP2 lors de la sélection du milieu de culture a 220 nm.
HPLC/UV-DAD sur colonne Prevail® C13 5 um, gradient d’élution HO/ACN : 100% H,0 de 0 a 5 min, de 0% & 100% d’ACN entre
5 et 35 min, 100% d’ACN de 35 a 45 min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 a 60 min. Détection par
UV-DAD (détecteur ultra-violet a barrette de diode) ici montrée a 220 nm.

Lors de la culture de la souche bactérienne dans le milieu MB, la différence est encore plus flagrante
et la production est complétement inhibée. Le seul composé isolé identifié sur ce chromatogramme
est le composé 2 dont la structure n’est pas encore identifiée (Figure 52).
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Figure 52 : Chromatogrammes des extraits obtenus dans le milieu MB lors de la sélection du milieu de culture a 220 nm.
HPLC/UV-DAD sur colonne Prevail® C1g 5 um, gradient d’élution H;O/ACN : 100% H,0 de 0 a 5 min, de 0% & 100% d’ACN entre
5 et 35 min, 100% d’ACN de 35 a 45 min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 a 60 min. Détection par
UV-DAD (détecteur ultra-violet a barrette de diode) ici montrée a 220 nm.

A contrario, la production bactérienne dans le milieu LB est trés similaire a celle dans le milieu TY. De
nombreux composés isolés sont retrouvés sur le chromatogramme, notamment les composés
majoritaires (2,4—7, 10, 20— 21). Cette similarité du profil chimique est peut-étre en lien avec I’activité
de ces extraits car comme précédemment expliqué les extraits les plus cytotoxiques étaient ceux
obtenus dans les milieux TY et LB (Figure 53).
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Figure 53 : Chromatogrammes des extraits obtenus dans le milieu LB lors de la sélection du milieu de culture a 220 nm.
HPLC/UV-DAD sur colonne Prevail® C1g 5 um, gradient d’élution HO/ACN : 100% H,O de 0 a 5 min, de 0% ¢ 100% d’ACN entre
5 et 35 min, 100% d’ACN de 35 a 45 min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 a 60 min. Détection par
UV-DAD (détecteur ultra-violet a barrette de diode) ici montrée a 220 nm

82



ACTEIl — Scéne 3

F. Conclusion

Tous ces travaux d’isolement et de comparaison des profils chimiques ont permis d’isoler 17 composés
dont 13 ont été identifiés aujourd’hui. Parmi ceux-la on retrouve 9 dicétopipérazines (4, 7-9, 12-14,
20-21) qui sont des composés couramment retrouvés dans les productions bactériennes, dont 2 sont
nouvellement décrites (13 et 14). Plusieurs activités sont attribuées a ces dérivés dicétopipérazines et
sont résumées dans 'article d’Alan Borthwick [156]. On peut citer notamment une inhibition de la
phosphodiestérase 5 (PDE 5) impliquée dans les troubles de I'érection, des propriétés anti-
cancéreuses, anti-virales, antibiotiques et antifongiques, I'inhibition des métalloprotéinases, ainsi que
des effets neuroprotecteur, anxiolytique et anti-inflammatoire. Les composés isolés lors de ce travail
sont plut6t décrits pour leur implication dans le « quorum-sensing » qui est un terme pour désigner la
communication entre les bactéries par la production et la détection de petites molécules chimiques.
Ces signaux permettent la régulation des facteurs de virulence et de la prolifération. Le composé 1, un
dérivé de I'auxine est lui aussi connu pour son implication dans le quorum-sensing. Enfin les composés
10, 11 et 22 sont des dérivés amino-puriques couramment retrouvés chez les organismes vivants.

Cependant ces composés isolés n"ayant pas permis d’expliquer I'activité de I’extrait brut, nous avons
procédé a différentes analyses. Les profils chimiques ont été comparés et des études par réseaux
moléculaires ont été réalisées permettant de mettre en évidence des composés potentiellement actifs.
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A. Analyse des échantillons par réseaux moléculaires

La premiere culture en grande quantité dans le milieu TY réalisée en erlenmeyer (5,4 L, 130 rpm, 25
°C, 11 jours de culture) décrite en Il. C. 3. (Confirmation des résultats a grande échelle, p. 52) présentait
une activité cytotoxique intéressante sur la lignée cellulaire B16.

Tableau 20 : Quantité d’extrait, rendements et activité cytotoxique des extraits obtenus par culture a grande échelle dans le

milieu TY
Quantité Rendement  Clso (1g/mL)
(mg) | (mg/L) | B16 | HaCaT |

Extrait d
Xaltde ' oh76 1014 >200  >200
resine
T Extrait
86,8 16,1 46+1,8 8+15
surnageant

L’extrait surnageant montrant la plus forte activité nous avons procédé a son fractionnement par
chromatographie Flash sur colonne de gel de silice avec un mélange éluant constitué de
cyclohexane/DCM puis de DCM/AcOEt et enfin de AcOEt/MeOH ce qui a conduit a I'obtention de 26
fractions. Celles-ci ont été testées sur les 2 lignées cellulaires habituelles HaCaT et B16.

Tableau 21 : Récapitulatif des fractions obtenues et leur activité cytotoxique

Fraction Quantité (mg)  Clsosur B16 (ug/mL) Clso sur HaCaT (ug/mL)

1 7,2 >200 >200
2 2,9 >200 >200
3 2 143+4 7316
4 1,9 146 £ 8 11510
5 2 >200 >200
6 3 197 +£ 29 740
7 1 >200 >200
8 7,2 95 78

9 2 83 125
10 3,4 8,5 0,9
11 11,9 38 98
12 4,3 >200 >200
13 8,8 183+9 >200
14 3,4 150+ 7 11+5
15 6,9 158 £ 24 83+33
16 2,2 >200 >200
17 6,5 184 + 20 >200
18 18,1 108 £ 14 >200
19 7,6 790 147 £ 21
20 3,7 >200 >200
21 11,7 >200 >200
22 6,6 >200 >200
23 3,4 145+ 15 >200
24 4,2 >200 >200
25 14,2 >200 160 + 37
26 5,4 >200 >200
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Chaque fraction a été analysée par HPLC/MS/MS a la plateforme P2M2 de I'INRA de Rennes. L’analyse
HPLC est réalisée sur la colonne Prevail Cis habituellement utilisée dans notre laboratoire avec un
gradient d’eau + 0,1 % d’acide formique/acétonitrile + 0,1 % d’acide formique. L’analyse MS/MS est
effectuée en sortie de colonne par un analyseur de type quadripdle. Les données ainsi obtenues ont
été analysées sur la plateforme GNPS (Global Natural Products Social Molecular Networking) ou les
spectres de fragmentation obtenus expérimentalement vont étre analysés et comparés entre eux
d’une part et comparés d’autre part par rapport a des bases de données. Les spectres sont ensuite
regroupés par similarité de fragmentation, donnant ainsi des clusters qui correspondent alors a un
ensemble de composés ayant des structures proches.

Les fractions ont été regroupées en 5 groupes selon leur Clso sur B16.

Tableau 22 : Répartition des fractions dans les différents groupes suivant leur activité cytotoxique

Groupe Couleur Valeur de la Clso Fractions incluses

Groupel Rouge B Clso< 10 pg/mL F10

Groupe2 Orange l 10<Clsg< 50 pg/mL F11

Groupe 3  Jaune 50 < Clso < 100 pg/mL F8, F9, F19

Groupe 4  Gris 100 < Clsg < 200 pg/mL | F3, F4, F6, F13, F14, F15, F17, F18, F23

Groupe5 Bleu [l Clso>200 pg/mL F1, F2, F5, F7, F12, F16, F20, F21, F22, F23, F24, F25, F26

La plateforme GNPS fournit une liste de clusters, ceux-ci sont ensuite visualisés par le logiciel
Cytoscape. Chaque ion détecté est représenté par un nceud, une couleur est attribuée a chaque groupe
et les nceuds sont colorés selon le groupe a partir duquel ils proviennent. Ainsi nous avons recherché
les clusters avec une forte proportion de rouge ou orange, qui seront donc constitués essentiellement
d’ions présents dans les fractions actives. On peut donc supposer que ces ions ont un role dans
I'activité de I'extrait. L'étude a été réalisée en mode positif et en mode négatif.

M Cl,,< 10 ug/mL

m 10 < Clgy< 50 pg/mL
50 < Clg, < 100 pg/mL
100 < Clg, < 200 pg/mL

m Cl, > 200 pg/mL

70395

Figure 54 : Clusters de composés probablement actifs obtenus par GNPS et visualisés par Cytoscape en mode positif
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M Cl,,< 10 pg/mL

m 10 < Clgy < 50 pg/mL
50 < Clg, < 100 pg/mL
100 < Clg, < 200 pg/mL

m Clg, > 200 pg/mL

Figure 55 : Clusters de composés probablement actifs obtenus par GNPS et visualisés par Cytoscape en mode négatif

Les ions colorés en rouge-orange ont ensuite été recherchés sur les chromatogrammes et ils sont
résumés dans les tableaux suivants (Tableau 23 : mode positif, tableau 24 : mode négatif) avec les
temps de rétention auxquels ils sont retrouvés.

Tableau 23 : lons en mode positif constituant les clusters Tableau 24 : lons en mode négatif constituant les clusters
de composés potentiellement actifs de composés potentiellement actifs
lon détecté Temps de . lon détecté Temps de .
(m/z) rétentizn (min) Echantillon (m/z) rétention (min) Eehantilfon
685,7 36,7 F10 661,8 37,1 F10
755,9 35,8 F10, F11 731,5 36,0 F10
727,7 34,0et 41,2 F10, F11 717,6 44,7 F10, F11
741,7 43,3 F10, F18 703,6 33,8et41,3 F10, F11
701,7 42,5 F10, F11, F18 677,8 42,7 F10, F11, F18
713,7 39,2 F10, F11, F18 689,6 39,2 F10, F11, F18
687,6 39,5 F10, F11, F13, F18 663,6 39,6 F10, F11, F18
689,6 39,5 F10
757,6 35,9 F10
715,7 39,3 F10, F11

Il semble que les mémes composés ressortent en mode positif et en mode négatif, par exemple les
ions 685,7 en mode positif et 661,8 en mode négatif ont un temps de rétention similaire (36,7 et 37,1
min). Il en est de méme pour les ions 727,7 et 703,6 ; 755,9 et 731,5; 701,7 et 677,8 ; 713,7 et 689,6
ainsi que 687,6 et 663,6. Il y a une différence de 24 entre I'ion détecté en mode positif et I'ion en mode
négatif, on est donc en présence des ions [M+Na]* et [M-H] pour chaque composé.
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Les composés mis en évidence n‘ont malheureusement pas pu étre isolés du fait d’une trop faible
qguantité. Ces composés n’ont pas trouvé de correspondance avec les données des librairies de spectres
entrées dans GNPS, indiquant que nous sommes possiblement en présence de composés nouveaux. |l
serait intéressant par la suite de réaliser différentes cultures bactériennes en suivant ces composés
pour définir les conditions optimales menant a leur production en quantité suffisante pour analyse. Un
ciblage sur les composés présentés dans les fractions F10 et F11 (les plus actives) sera réalisé
prioritairement.
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B. Analyse par PLS-DA

Lors de la réalisation du plan d’expérience en bioréacteur, une des neuf cultures, I’expérience 3 (pH 6,
température 37 °C, agitation 250 rpm et inoculation avec 5% de préculture) a révélé une activité
cytotoxique intéressante sur la lignée cancéreuse B16 (extrait de résine Clsp = 53 pg/mL, extrait
surnageant Clso = 41 pg/mL) et une quantité d’extrait suffisante pour réaliser plus d’analyses (extrait
de résine 541,4 mg, extrait surnageant : 1196,6 mg). Nous avons donc procédé dans un premier temps
a un fractionnement de I'extrait de résine issu de cette culture par chromatographie Flash sur colonne
de gel de silice a laide d’'un mélange éluant de cyclohexane/dichlorométhane puis
dichlorométhane/acétate d’éthyle et enfin acétate d’éthyle/méthanol. 18 fractions ont ainsi été
obtenues puis elles ont été testées sur les mémes lignées cellulaires HaCaT et B16.

Tableau 25 : Fractions obtenues a partir de I'extrait de résine de I'expérience 3 du plan d’expérience

Fraction F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12 F13 F14 F15 F16 F17 F18
Quantité 52 3,7 38 34 119 51 68 0,7 40,4 33,7 884 980 579 365 94 769 171 19,8
Clso B16
(ng/mL)
Clso
HaCaT >200 27412 27+4 100+4 41#6 92+2 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200 1548 51+9 160+21 55+9
(ng/mL)

>200/| 27+5 3018 84+8 110430 40+2 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200 10+2 140+13/170+14 75%4

Chaque fraction a été analysée par HPLC/MS sur une colonne Prevail C13 avec un gradient constitué
d’eau + 0,1 % d’acide formique et d’acétonitrile + 0,1 % d’acide formique. Il débute a 0 % d’ACN
pendant 5 minutes puis la proportion d’acétonitrile est augmenté jusqu’a 100 % en 30 min puis un
palier a 100 % d’ACN est maintenu pendant 10 min avant de redescendre a 0% d’ACN en 5 min. En
sortie de colonne les échantillons sont analysés par UV-DAD puis par spectrométrie de masse en ESI
(Electro-Spray lonisation) mode positif. Les chromatogrammes obtenus sont retraités par le logiciel
MZmine 2, apres extraction des ions et déconvolution. Les chromatogrammes sont ensuite alignés et
les données sont extraites sous forme de tableau. Les données sont traitées par le logiciel Rstudio. Les
échantillons sont séparés en fractions actives et fractions inactives et une PLSDA est réalisée (Figure
56), le cercle des corrélations est tracé (Figure 57).
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PLS-DA
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Figure 56 : Représentation graphique de la PLSDA
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Figure 57 : Cercle des corrélations

La validation de la PLS-DA a été effectuée par « cross model validation » et elle ne montre pas une
différence significative entre les deux groupes actifs et non actifs (8 composantes, 999 permutations,
NMC = 0,365, P = 0,19). Les fractions actives sont alors rassemblées en deux groupes : de F3 a F7 et de
F15 a F18. Une seconde analyse multivariée a donc été réalisée en séparant les deux groupes de
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fractions actives donnant ainsi les groupes actif 1, actif 2 et inactif (Figure 58), le cercle des corrélations
est également tracé (Figure 59).
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Figure 58 : Représentation graphique de la PLSDA
Correlation Circle Plots
1.0
0.57
N
T
2
g 0.0
€
o)
O
-0.57
-1.0 7

T
-1.0 05 0.0 05 1.0
Component 1

Figure 59 : Cercle des corrélations
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X295
X209
X183
X235
X253
X255
X227
X180
X212

Figure 60 : Variables avec I’effet le plus important sur la
séparation des échantillons suivant I'axe des X
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L'analyse multivariée a de nouveau été testée par double validation croisée, indiquant ici une
différence significative entre les trois groupes: actif 1, actif 2 et inactif (8 composantes, 999
permutations, NMC = 0,3, P = 0,011).

Les variables ayant le plus d’influence sur la séparation des trois groupes sur I'axe des X (composante
1, Figure 60) et sur I'axe des Y (composante 2, Figure 61) ont été mises en évidence graphiquement.

Contribution on comp 1

-0.12

-0.08

-0.04

0.00

X229
X179
X239
X345

X238
X216
X35
X1
Xr7

Figure 61 : Variables avec I’effet le plus important sur la
séparation des échantillons suivant 'axe des Y

Contribution on comp 2

-0.10

0.00 0.05 0.10

Groupes

® actif1
@ actif2

inactif

Les ions les plus influents sur la séparation entre les différents groupes sont susceptibles d’étre
responsables de |'activité biologique observée. Ceux qui influencent la séparation sur I’'axe des X sont
potentiellement impliqués dans I'activité des échantillons du groupe actif 2 (Fractions 11 a 18) et ceux
qui agissent sur I'axe des Y influencent I’activité du groupe actif 1 (Fractions 1 a 10). lls ont été
répertoriés dans le tableau suivant leur masse et leur temps de rétention.

Tableau 26 : lons influengant la séparation des
échantillons sur I’axe des X (mode positif)

Numéro de m/z de I'ion Temps de

variable rétention
(min)
212 302,4 28,0
180 274,4 25,3
227 318,4 25,5
255 352,3 24,0
253 346,4 28,3
235 330,4 31,3
183 275,4 25,2

209 299,2 3,5

295 396,5 37,8
241 336,3 25,5

Tableau 27 : lons influengant la séparation des
échantillons sur I'axe des Y (mode positif)

Numéro de m/z de l'ion Temps de
variable rétention
(min)

1 101,1 51,4
216 304, 4 30,3
238 332,4 33,4
217 305,4 30,3
345 515,5 36,8
239 239,3 30,9
179 274,3 27,1
229 323,3 29,3
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Ces composés ne correspondent a aucun des composés précédemment isolés au niveau de leur temps
de rétention et de leur masse. lls n"ont actuellement pas pu étre identifiés du fait d’une trop faible
guantité, mais ces données apportent des informations quant a |’orientation de prochains travaux.

C. Conclusion

Les études de réseaux moléculaires et de chimiométrie ont permis de mettre en évidence de nombreux
composés possiblement impliqués dans I'activité des différentes fractions analysées. Comme nous
I"avions supposé au début de nos travaux il s’agit de composés présents en tres faible quantité et leur
isolement nécessite d’augmenter les volumes de culture et un ciblage lors des étapes de purification.
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Scene 5 : Fractionnement bioguidé par
chromatographie par partage centrifuge
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A. Chromatographie par partage centrifuge (CPC)

L'expérience 3 du plan d’expérience a été répétée pour confirmer les résultats d’activité obtenus. Les
guantités d’extraits de résine et de surnageant ainsi que leurs activités sont rassemblées dans le
tableau ci-dessous.

Tableau 28 : Quantité d’extrait, rendement et activités des extraits issus de la répétition de I'expérience 3 du plan
d’expérience.

Quantité Rendement  Clso (ug/mL)
(mg) (mg/L) HaCaT

Extraitde 5o 156,8  >200 200
resine
Y Extrait
170,3 426  33+8 23+5
Surnageant

L'extrait surnageant conserve une activité trés intéressante. Les méthodes de séparation
précédemment utilisées ne nous ont pas permis d’isoler le(s) composé(s) responsable(s) de cette
cytotoxicité nous avons donc choisi d’utiliser une méthode de séparation différente. La CPC est une
méthode consistant en un partage de I’échantillon entre deux phases liquides non miscibles séparées
par une force centrifuge. Dans un premier temps un systeme de solvant a été déterminé, en s’appuyant
sur des gammes de solvants existantes (Oka, Abbott, etc...). Les systémes aux extrémes de la gamme
Oka ont été testés en premier lieu, la répartition des composés majoritaires a été observée par CCM.
Le systéme 16 (le plus polaire) constitué d’eau et d’AcOEt en proportion 1/1 (v/v) de la gamme s’est
avéré le plus approprié a notre extrait. Dans un second temps nous avons optimisé les parametres de
la CPC pour notre systeme de solvant. Nous avons fait varier la vitesse de rotation et le débit de solvant
en mesurant le volume de solvant éjecté. La phase stationnaire (phase supérieure en mode descendant
et phase inférieure en mode ascendant) a tout d’abord été injectée dans |'appareil puis nous avons fait
circuler la phase mobile (phase inférieure en mode descendant et phase supérieure en mode
ascendant) tout en mesurant le volume de phase stationnaire éjecté. Nous avons sélectionné les
conditions avec lesquelles ce volume est le plus faible. Les résultats sont compilés dans les tableaux 29
(mode ascendant) et 30 (mode descendant).

Tableau 29 : Mode ascendant. Volume de phase stationnaire éjecté (en mL) durant I’équilibrage de la CPC en fonction de la
vitesse de rotation et du débit. Volume total de colonne : 57 mL.

Vitesse de rotation (tours/minute)

(mDL(;':r:n) 1000 1200 1500 1800 m

[ 2 BT
a4 27 26 26 28 27
6 | 28 29 28 28 29
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Tableau 30 : Mode descendant. Volume de phase stationnaire éjecté (en mL) durant I’équilibrage de la CPC en fonction de la
vitesse de rotation et du débit. Volume total de colonne : 57 mL.

Vitesse de rotation (tours/minute)

1000 | 1200 | 1500 | 1800 | 2000 |
54 33 36 46 46

30 33 40 41
32 36 41

La séparation a donc été réalisée en mode ascendant avec la phase inférieure comme phase
stationnaire (eau) et la phase supérieure comme phase mobile (AcOEt). Le débit a été fixé a 2 mL/min
et la vitesse de rotation a 1200 tours/min. Le volume d’éjection de la phase mobile est alors de 24 mL.
L’échantillon a été injecté en 3 fois, la CPC est reliée a un collecteur de fractions et des fractions de 2
mL sont récupérées. Chaque fraction est déposée sur une plaque CCM (silice) et les plaques sont éluées
dans un mélange de solvant DCM/MeOH (95/5). Elles sont visualisées a 254 nm, 312 nm et 365nm,
elles sont également révélées par une solution d’anhydride sulfurique. Les fractions sont ensuite
rassemblées suivant leur composition menant ainsi a 5 fractions. La phase aqueuse est ensuite poussée
hors de la colonne en changeant le mode de la CPC en mode descendant et en injectant la phase
supérieure (AcOEt).

Tableau 31 : Fractions collectées en CPC, quantités et activités cytotoxiques sur lignées cellulaires B16 et HaCaT

Fraction Quantité (mg)  Clso sur B16 (pug/mL) Clso sur HaCaT

(ng/mL)

F1 63,2 44 + 18 90+ 18

F2 11,8 115+ 20 155+17

F3 16,5 >200 >200

F4 2,0 125+ 200 86+ 18

F5 2,9 16+4 15+2

CPC eau 20,4 137 9

Les fractions F5 et CPC eau sont les plus actives. La fraction F5 est constituée d’'un composé presque
pur, il a été purifié grace a une cartouche SPE greffée en Cis. L'analyse par HRMS en mode positif de
ce composé 23 donne un ion [M+H]* de m/z 150,0774 correspondant a une formule brute de CgH;Ns.
Cette formule correspond a celle d’une méthyl-adénine et le spectre RMN du proton du composé 23
est cohérent avec cette hypothese. Cependant pour localiser le méthyl sur I'adénine une analyse
complémentaire par RMN 2D est nécessaire.

La fraction CPC eau constituée de plusieurs composés a été séparée par HPLC semi-préparative sur
colonne Prevail C13 avec un mélange éluant constitué d’eau et d’acétonitrile. Cette séparation a mené
a 4 fractions qui ont de nouveau été testées sur les lignées cellulaires HaCaT et B16.
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Tableau 32 : Fractions collectées suite au fractionnement de la fraction CPC eau par HPLC semi-préparative, quantités et
activités cytotoxiques sur lignées cellulaires B16 et HaCaT.

Fraction Quantité (mg) Clso sur B16 (ug/mL)  Clso sur HaCaT (ug/mL)

FO 2.5 307 37+9
F1 3 40+ 11 6+3,5
F2 1 >200 >200
F3 1.3 >200 >200

Nous constatons une diminution de I'activité de la fraction CPC eau au cours des analyses. Les fractions
FO et F1 contiennent le méme composé 24. L’analyse par spectrométrie de masse haute résolution en
mode négatif donne un ion [M-H] de m/z 111,0200 correspondant a une formule brute de C4H3N>0,,
correspondant a I'uracile. Le spectre RMN *H est également en accord avec cette structure.

O
| NH

N
H

Uracile

o]

Figure 62 : Structure du composé 24

Il est étonnant de trouver ce type de métabolite primaire comme composé actif. Plusieurs dérivés de
la pyrimidine sont utilisés comme antimétabolites dans les traitements anticancéreux, comme la 5-
Fluorouracile ou la cytarabine. Un dérivé de I'uracile facilement hydrolysable pourrait étre responsable
de I'activité.
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A. Procédures générales

1. Solvants et réactifs

Tous les solvants et réactifs utilisés lors de ces travaux ont été fournis par Sigma-Aldrich (Lyon, France)
Carlo Erba Reactifs (Val de Reuil, France), VWR (Fontenay-sous-bois, France), Acros Organics (Halluin,
France)... Les solvants utilisés pour les études analytiques ou de séparation par chromatographie
liquide haute pression étaient de qualité HPLC. L’eau ultra pure a été obtenue a 'aide d’un systéme
EasyPure (Barnstead™, ThermoFisher Waltham, MA, USA).

2. Meéthodes séparatives

a. Chromatographie de type Flash

Les séparations par chromatographie Flash ont été réalisées sur un appareil PuriFlash de chez
Interchim (Montlucon, France). La phase stationnaire utilisée était des colonnes prépackées
(Chromabond Flash 15, 25 ou 40g, Macherey-Nagel, Hoerdt, France) constituées de silice (phase
normale) ou de silice greffée en Cig (phase inverse). Pour les séparations sur phase normale, les
solvants utilisés étaient du cyclohexane, du dichlorométhane, de I'acétate d’éthyle et du méthanol de
qualité analytique. Pour les séparations sur phase inverse la phase mobile utilisée était constituée
d’acétonitrile de qualité analytique et d’eau ultra-pure.

Le gradient classiquement utilisé est présenté ci-dessous :

Gradient d'élution chromatographie Flash en
phase normale

120
100
80
60
40

20

0 50 100 150 200 250 300 350

—— % cyclohexane % DCM % AcOEt % MeOH

Figure 63 : Gradient d’élution classique utilisé pour la séparation des fractions sur phase normale (5i0,) avec comme éluant
du cyclohexane, du dichlorométhane, de I'acétate d’éthyle et du méthanol
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Gradient d'élution chromatographie Flash en
phase inverse
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Figure 64 : Gradient d’élution classique utilisé pour la séparation des fractions sur phase inverse (silice greffée en Cis) avec
comme éluant de I'eau et de I'acétonitrile

b. HPLC-semi préparative

Les séparations par HPLC semi-préparative ont été réalisées sur une chaine HPLC de chez Shimadzu
(Marne-la-Vallée, France), avec un détecteur UV a barrette de diodes en sortie de colonne. La colonne
utilisée est une colonne Prevail Cis (5 um, 250 x 10 mm, Grace, Columbia, MD, USA) et les solvants sont
de l'acétonitrile qualité HPLC et de I’eau ultra-pure.

3. Méthodes analytiques

a. HPLC-UV/MS

Les analyses HPLC/UV et HPLC/MS basse résolution ont été réalisées sur une chaine HPLC de chez
Shimadzu (Marne-la-Vallée, France), avec une colonne Prevail Cis (5 um, 250 x 4,6 mm, Hichrom,
Reading, UK) connectée a un détecteur UV a barrette de diode (SPD-M20A). Les solvants utilisés sont
de I'acétonitrile qualité HPLC et de I'’eau ultra-pure. Pour les analyses en spectrométrie de masse de
I'acide formique a été ajouté a hauteur de 0,1% dans chaque solvant. Le débit utilisé est de 0,8 mL/min
et un split en sortie du détecteur UV permet de limiter le débit arrivant dans le spectrométre de masse
a 0,2 mL/min. L'analyse par spectrométrie de masse est effectuée en mode ESI (+ ou -) par un appareil
expression CMS de chez Advion (Ithaca, NY, USA). Le traitement des données est réalisé sur le logiciel
LabSolutions pour les données de chromatographie et le logiciel Advion pour les données de masse.

Les échantillons sont préparés a 1 mg/mL dans le méthanol préférentiellement, de I'eau ou de
I’acétonitrile peut étre ajouté pour faciliter la dissolution des échantillons. Apres filtration, 20 L sont
injectés dans la colonne. Le gradient analytique classiquement utilisé pour les analyses débute a 0%
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d’acétonitrile, puis il monte jusqu’a 100% d’acétonitrile en 30 min, un pallier de 10 min a 100% d’ACN
permet un rincage de la colonne puis celle-ci est rééquilibrée en 10 min.

Gradient d'élution HPLC

120
100
80
60
40
20

0 10 20 30 40 50 60 70

—o— % H20 + 0,1% AF % ACN +0,1% AF

Figure 65 : Gradient d’élution analytique classique

b. HPLC-MS/MS

Les analyses de MS/MS ont été réalisées a la plateforme P2M2 (INRA, Le Rheu, France) sur un systéme
constitué d’un passeur d’échantillon automatique thermostaté Surveyor® et muni d’un four a colonne,
d’un dégazeur de solvants par bullage d’hélium, d’'une pompe binaire haute pression et d’'un détecteur
a barrettes de diodes. La sortie est directement connectée a la source d’électronébulisation (ESI), sans
dérivation. La séparation est réalisée sur la méme colonne Prevail C15 que celle utilisée pour I'analyse
en HPLC/UV/MS.

Le spectromeétre de masse est constitué d’une source d’électronébulisation ou électrospray (ESI) et
d’un analyseur LCQ Deca® composé d’un quadripéle, d’'un octapéle, d’'une lentille interoctapéle et
d’une trappe d’ion. L’hélium est utilisé comme gaz de collision et de focalisation.

Les échantillons sont préparés a 5 mg/mL dans le méthanol et 20 L sont injectés dans le systéme
chromatographique. Le systéme éluant utilisé est le méme que précédemment décrit.

c. HRMS (High Resolution Mass Spectrometry)

Les analyses de masse haute résolution ont été effectuée soit a la plateforme analytique CRMPO
(Centre Régional de Mesures Physiques de I'Ouest, Rennes, France) soit a la plateforme BIO2MAR
(Biodiversité et Biotechnologies Marines) a Banyuls-sur-mer.

Au CRMPO les analyses ont été réalisées soit sur un spectrométre de masse de type Q-TOF 6510
(quadrupole — time of flight : analyseur quadripéle a temps de vol) de chez Agilent (Santa Clara, CA,
USA) soit sur un appareil Q-Exactive de chez ThermoFisher (Waltham, MA, USA) qui est un hybride
entre un quadripéle et un orbitrap.
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Les analyses a la plateforme BIO2MAR ont été réalisées sur une HPLC U3000 dual gradient RSLC (Rapid
Separation Liquid Chromatography) couplée avec un Q-Exactive Focus (LC-FT-MS/MS avec une sonde
HESI).

d. Spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN)

Différents appareils ont été utilisés suivant la quantité de produit disponible pour I'analyse :

- Appareil a transformée de Fourier BRUKER DMX 300 (300 MHz pour le *H et 75 MHz pour le
13C) (Equipe CORINT, Rennes, France)

- Appareil a transformée de Fourier BRUKER 500 et cryo500 (500 MHz pour le *H et 125 MHz
pour le 3C) (Plateforme PRISM, Rennes, France)

Les spectres ont été réalisés dans différents solvants deutérés suivant leur polarité : CDCl;, CDs;OD,
D,0, DMSO-ds. Les déplacements chimiques (0) et les constantes de couplage (/) sont exprimés en
partie par millions (ppm) et en Hertz (Hz) respectivement. La multiplicité des signaux est indiquée
comme suit: s (singulet), bs (singulet large), d (doublet), t (triplet), m (multiplet), dd (doublet
dédoublé), etc. Les données ont été traitées a I'aide du logiciel MestReNova.

e. Pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire [0p?°] a été mesuré a I'aide d’un polarimétre Perkin Elmer Model 341 3 la longueur
d’onde de la raie D du sodium (598 nm) et a une température de 25°C. Ce pouvoir rotatoire est ensuite
déterminé a partir de la formule ci-dessous :

[00°] = [010%°] mesuré / (1 x C)

Avec | : longueur de la cuve en dm ; C : concentration de la solution en g/mL ; [0p?°] : en dm™.gt.cm?

f.  Tests biologiques

Les propriétés cytotoxiques des fractions et des composés ont été déterminées par un test au MTT
standard. Les lignées cellulaires B16 (6000 cellules/puits) et HaCaT (10,000 cellules/puits) ont été
ensemencées dans du milieu RPMI 1640 avec 5% de sérum de veau foetal (FCS) et un antibiotique
(pénicilline/streptomycine 1%) au jour 0 en plaque 96-puits. Elles ont ensuite été incubées a 37 °C dans
une atmosphére a 5% de CO,. Aprés 24h d’incubation, les fractions et les composés ont été ajoutés a
différentes concentrations (1, 10, 50, 100, et 200 ug/mL), et la plaque a été incubée 48 h de plus (37
°C, 5% CO,). La croissance cellulaire et la viabilité ont été mesurées a 540 nm, en utilisant un test au
MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide). Chaque expérience a été répétée
au moins trois fois et un témoin positif est toujours ajouté sur la plaque en paralleéle (doxorubicine, 5-
Fluouracile...).
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B. Optimisation de culture de souches bactériennes

1. Souche bactérienne

La souche utilisée pour ces travaux a été isolée a partir du lichen Collema auriforme. Le lichen a été
récolté a Kesselfallklamm en Autriche (47°12°21.26” N, 15°23’57.27” E) en Novembre 2012. Le lichen
a été identifié par Martin Grube. Aprés un rincage sur le terrain a I’eau stérile, il a été lavé a plusieurs
reprises par une solution de NaCl 0,85 % / peptones issus de caséine 1 % stérile. Il a ensuite été broyé
et associé a la méme solution (homogénat). Ces solutions ont ensuite été ensemencées sur du milieu
ISP2 en boite de Pétri supplémenté en acide nalidixique et amphotéricine B puis des repiquages ont
été effectués jusqu’a I'obtention de colonies pures. La souche a été référencée sous le nom DP94 au
sein de la collection du laboratoire. Une premiere identification en 2013 par extraction de ’ARN 16S
et comparaison avec les données du serveur EzTaxon a montré 98,59% de similarité avec la souche
Nocardia ignorata DQ659907. Une seconde identification réalisée en 2017 par Laurent Intertaglia de
I’observatoire océanologique de Banyuls-sur-mer a permis une extraction d’un plus grand nombre de
paires de bases d’ARN 16S et une nouvelle identification a 100% d’identité avec les especes Nocardia
soli, N. cummidelens et N. salmonicida. La souche a été conservée dans le milieu ISP2 (International
Streptomyces Project 2) avec 50% v/v de glycérol ou 5% v/v de DMSO a -80 °C et référencée comme
DP94 (collection CORINT).

2. Milieux de culture

Quatre milieux de culture ont été utilisés pour I'’étude de la souche DP94 :
- ISP2 (International Streptomyces Project 2) : extrait de levure 4 g/L, extrait de malt 10 g/L et

glucose 4 g/L. Pour la préparation des boites de Pétri 20 g/L d’agar ont été ajoutés.

- TY(Tryptone Yeast) : tryptone 16 g/L, extrait de levure 10 g/L et chlorure de sodium 5 g/L.
Pour les boites de Pétri 15 g/L d’agar sont ajoutés.

LB (Lysogeny Broth) : peptone 5 g/L, chlorure de sodium 5 g/L et extrait de levure 3 g/L. Pour
obtenir de la gélose 15 g/L sont ajoutés.

- MB (Marine Broth) : 37,4 g/L d’'un milieu déshydraté commercialement disponible, le marine
broth (Difco ® 2216, ThermoFisher, Waltham, MA, USA).

Les poudres sont pesées puis diluées dans le volume adéquat d’eau ultra-pure et le tout est stérilisé a
121°C pendant 20 min a I'autoclave (Advantage Lab®, modeéle AL02-03-100).

3. Préparation des pré-cultures et ensemencement

Les pré-cultures sont réalisées par ensemencement de 30 mL de milieu avec soit :
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- 3 plLde culture cryoconservée dans un mélange milieu + DMSO ou milieu + glycérol
- 2o0u 3 colonies pures récupérées sur une boite de Pétri ensemencée avec la souche
- 300 plL d’une culture déja existante

Apreés 3 jours d’incubation a 25 °C a 110 rpm, les pré-cultures sont utilisées pour ensemencer les
cultures a 1% v/v. Les cultures en tubes ou en erlenmeyer sont ensuite incubées dans un incubateur a
agitation orbitale New Brunswick Innova 42® (130 rpm). Dans le cas des cultures en bioréacteur le
milieu de culture est versé dans le bioréacteur BioFlo 115 ® (7,5 L, New Brunswick, Edison, NJ, USA) et
apres calibration de la sonde de pH, le tout est stérilisé a 121 °C en autoclave (Numecan, Inserm,
Rennes 1). Lorsque la température du milieu est redescendue, la sonde de OD (oxygene dissous) est
elle aussi calibrée, le pH du milieu est ajusté puis la pré-culture est ajoutée par le septum.

4. Suivi des cultures

La croissance bactérienne est suivie régulierement par prélévement de 200 puL de milieu et dépét en
plague 96-puits puis mesure de la densité optique a 620 nm. Les cultures peuvent également étre
suivies par test au MTT : 200 plL de milieu sont déposés en plaque 96-puits puis 10 uL de MTT sont
ajoutés. Apres 4h d’incubation a 37 °C, le milieu est retiré et 200 uL de DMSO sont ajoutés pour
dissoudre les cristaux de formazan. Ceux-ci sont obtenus par transformation du MTT par les bactéries
vivantes en formazan, la proportion de ce dernier est donc proportionnelle au nombre de bactéries
vivantes présentes. L'absorbance est mesurée a 540 nm.

La croissance bactérienne est représentée graphiquement par le log de la densité optique en fonction
du temps.

Régulierement des prélevements de culture sont également réalisés et déposés sur boite de Pétri pour
controler la pureté de la culture.

5. Extraction des milieux

Au moment de I'arrét de culture, pour les gros volumes de culture, le milieu est transvasé sous hotte
a flux laminaire dans des flacons a embout coniques de 500 mL (Falcon BD, ThermoFisher). Le milieu
est centrifugé a 3500 rpm a 4°C pendant 15 min (Thermo scientific Sorvall ST40R, ThermoFisher
scientific, Waltham, MA, USA) puis le surnageant est récupéré et 40 g de résine XAD-7HP
préalablement stérilisés sont ajoutés par litre de culture. Le culot bactérien est congelé.

Apres 4 h d’agitation (130 rpm) du milieu avec la résine, le surnageant est enlevé par filtration et 600
mL d’un mélange méthanol/acétone (50/50, v/v) est ajouté sur la résine pour désorption puis le tout
est mis sous agitation pendant 15 min. L'opération est répétée 3 fois, et I'extrait acétone/méthanol
est évaporé sous vide puis il est repris avec 300 mL d’eau distillée et contre-extrait par 4 x 300 mL
d’acétate d’éthyle. La phase organique est séchée par du sulfate de sodium anhydre et évaporée sous
vide menant ainsi a I'extrait de résine.

Le surnageant est contre-extrait par de l'acétate d’éthyle avec 500 mL de solvant pour 1 L de
surnageant. La phase organique est séchée par sulfate de sodium anhydre et évaporée sous vide pour
mener a |'extrait surnageant.
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C. Isolement de composés issus de culture bactérienne

1. Séparation et purification des composés

Les fractions ont été séparées par chromatographie Flash ou HPLC semi-préparative dans les
conditions décrites précédemment. Les gradients ont été adaptés a la polarité des composés et sont
précisés dans les résultats. La séparation des composés a été suivie a I'aide d’un détecteur UV aux
longueurs d’onde de 220 et 254 nm. Les fractions collectées ont été séchées et contrblées par HPLC
analytique selon la méthode décrite précédemment.

Des étapes de purification par cartouche SPE ont été utilisées pour certaines fractions (fraction 18 -
sous-fraction 1 > composé 10). La sous-fraction 1 (3 mg) est dissoute dans 200 uL d’eau ultra-pure. La
cartouche SPE est activée par 1 mL d’eau puis I’échantillon est déposé. L’élution est ensuite réalisée
par différents solvants: 500 pL d’eau, 1 mL d’un mélange eau/méthanol (50/50, v/v), 1 mL de
méthanol, 1 mL d’acétate d’éthyle puis 1 mL de dichlorométhane. Le composé 10 pur est récupéré
dans la fraction eau/méthanol (1,1 mg).

2. Synthése des dicétopipérazines

a. Synthese de la cyclo (L-Tyr-L-Tpn)

L-tyrosine, méthyl ester

(0]
(0] (0]
o~ B
’ NH, OH e 0
O NH, NH»>
HO HO
C10H13NO3
Masse molaire : 195,22
g.mol?

La L-Tyrosine a été méthylée par dissolution de 1 g (5,5 mmol) de produit dans 20 mL de MeOH qualité
HPLC a température ambiante. L’air a été chassé du ballon par injection d’azote puis le milieu a été
refroidi a 0 °C a I'aide d’un bain de glace. Le chlorure de thionyle a ensuite été ajouté (1,18 g, 0,72 mL,
9,9 mmol, 1,8 eq) au goutte a goutte et le mélange réactionnel est laissé sous agitation durant une
nuit. Le solvant est ensuite évaporé sous pression réduite et le brut réactionnel est lavé par 2 x 10 mL
de MeOH. L'ester de la tyrosine est obtenu de facon quantitative (1,29 g).
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RMN *H (D0, 300 MHz) §=3.12 (qd, J = 14.7, 6.6 Hz, 2 H), 3.74 (s, 3 H), 4.28 (dd, J = 7.4, 5.8 Hz 1 H),
6.80(d,/=8.6 Hz, 2 H), 7.06 (d, /= 8.6 Hz, 2 H) ppm.

méthyl ((benzyloxy)carbonyl)-L-tryptophyl-L-tyrosinate

H H H
N o O ~
/ / o /
NHZ O NH NHz O
] | ]
N » \
0" H G OH 3 N
L)
_Me
O
HO NH, HO
HO
C29H29N306
Masse molaire : 515,57
g.mol?

L'ester de tyrosine (0,58 g, 3,0 mmol) est dissoute dans 30 mL de DCM/ACN (9/1) et 1 eq (1 g, 3,0 eq)
de L-tryptophane protégée par un groupement Cbz (Z-Tpn) est ajouté ainsi que 1,2 eq (1,14 g, 3,5
mmol) de TBTU et 2,2 eq de DIPEA (0,84 g, 1,13 mL, 6,5 mmol). Le mélange réactionnel est agité a
température ambiante pendant 4 h puis la réaction est stoppée par I'ajout de 10 mL d’une solution
saturée de chlorure d’ammonium et 10 mL d’eau. Apreés extraction liquide/liquide la phase organique
est lavée par 10 mL d’une solution de carbonate de sodium puis 10 mL d’une solution saturée de
chlorure de sodium et enfin 2 x 20 mL d’eau. La phase organique est ensuite séchée par du sulfate de
sodium anhydre puis le solvant est évaporé sous pression réduite pour mener au produit provenant
de la condensation des deux acides aminés (1,39 g, 75 %).

RMN H (CDCls, 300 MHz) 5= 2.77 —2.97 (m, 2 H), 3.12 (dd, J = 14.6, 7.4 Hz, 1 H), 3.31 (dd, J = 14.5, 4.8
Hz, 1 H), 3.63 (s, 3 H), 4.52 (s, large, 1 H), 4.72 (dd, J = 13.2, 5.9 Hz, 1 H), 5.11 (dd, J = 16.1, 12.4 Hz, 2
H), 5.52 (d, J = 8.0 Hz, 1 H), 6.27 (d, J = 7.8 Hz, 1 H), 6.55-6.70 (m, 4 H), 6.87 (s, 1 H), 7.09 (t, J = 7.3 Hz,
1H),7.19 (ddd, J = 8.2, 7.0, 1.2 Hz, 1 H), 7.29 — 7.42 (m, 6H), 7.64 (d, J = 7.9 Hz, 1 H), 8.22 (s, 1 H) ppm.
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(3S,6S)-3-((1H-indol-3-yl)méthyl)-6-(4-hydroxybenzyl)piperazine-2,5-dione :
Cyclo (L-Tyr-L-Tpn)
NH § NH
%
o Y 7 o
NH NHZ Q \H
HN (0]
N \ —— = HN
o) (0] H
O
OH
C20H19N303 HO OH
Masse molaire : 349,39
g.mol?

Dans un ballon bi-col équipé d’un tube réfrigérant, 0,20 g (0,56 mmol) de L-TyrOMe-L-ZTpn sont versés
avec 500 pL de cyclohexéne (exces) et 8,2 mg de palladium sur charbon. Le ballon est ensuite placé
sous atmosphere d’azote, 1 mL de MeOH est alors ajouté et le mélange est chauffé a reflux. Apres 12
h de chauffage le brut réactionnel est filtré sur célite pour retirer le charbon et le gateau de célite est
lavé avec 2 x 1 mL de méthanol chaud. Le filtrat est évaporé et le résidu est lavé par du 2-butanone (1
mL) et de I'éther de pétrole (1 mL), le tout est mis sous agitation pendant 30 min puis le précipité est
récupéré par filtration et lavé par 1 mL de 2-butanone/éther de pétrole (2:1). Enfin le produit est
solubilisé dans le MeOH et séché par évaporateur rotatif pour donner la cyclo (L-Tyr-L-Tpn) avec un
rendement de 43% (0,90 g).

RMN *H (CDs0D, 300 MHz) 6= 1.50 (dd, J = 13.6, 8.4 Hz, 1 H), 2.59 (dd, J = 13.6, 3.9 Hz, 1 H), 2.77 (dd,
J=14.5,6.0Hz, 1 H), 3.06 (ddd, /= 14.5, 4.0, 0.7 Hz, 1 H), 3.89 (ddd, /= 8.4, 3.9, 1.2 Hz, 1 H), 4.17 (ddd,
J=5.4,4.0,1.2Hz,1H),6.47 (d, J= 8.5 Hz, 2 H), 6.65 (d,J= 8.5 Hz, 2 H), 7.05 (s, 1 H), 7.08 (ddd, J= 8.1,
7.0,1.3 Hz, 1 H), 7.15 (ddd, /= 8.1, 7.0, 1.3 Hz, 1 H), 7.37 (dt, /= 8.1, 1.0 Hz, 1 H), 7.61 (dt, /= 7.7, 1.1
Hz, 1 H) ppm.

RMN *3C (CDs0D, 75 MHz) 6 = 40.2, 40.3, 57.3, 57.6, 109.2, 112.2, 116.3, 119.6, 120.1, 120.2, 121.4,
127.1,128.5, 131.9, 137.6, 157.8, 169.1, 169.2 ppm.
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b. Synthese des dicétopipérazines bromées (13 et 14)

L-bromo-tyrosine : 16

o]
Br (0] (0]
OH Br
NH, OH — OH
HO NH, NH,
HO HO
C9H1oBrNO3
Masse molaire : 260,09
g.mol?

La bromation de la L-tyrosine est réalisée par dissolution de 1 g (5,52 mmol) de produit dans 3 mL
d’acide acétique puis ajout de 1 eq de dibrome au goutte a goutte (0,86 g, 0,27 mL, 0,55 mmol), environ
deux tiers sont ajoutés dées le début puis apres décoloration du milieu le tiers restant est ajouté. Apres
4 h d’agitation a température ambiante le milieu réactionnel est filtré et le précipité est rincé a I’éther
diéthylique et séché pour mener a 1,63 g de tyrosine bromée 16 (86,5%).

RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz) 5= 2.99 (dd, J = 6.3, 3.0 Hz, 2 H), 4.14 (t, J = 6.3 Hz, 1 H), 6.90 (d, J = 8.3
Hz, 1 H), 7.05 (dd, J = 8.3, 2.2 Hz, H), 7.37 (d, J = 2.2 Hz, 1 H), 8.11-8.30 (s, large, 2 H), 10.24 (s, 1 H)
ppm.

Acide (S)-3-(3-bromo-4-hydroxyphenyl)-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)propanoique : 17

(0]
Br (0]
OH Q
Br Br.
NHBoc OH — OH
HO NH NHBoc
HO 2 HO
C14ngBrN05
Masse molaire : 360,20
g.mol?

La tyrosine bromée 16 (0,81 g, 2,38 mmol) est dissoute dans 15 mL de MeOH en présence de 2,2 eq
de bicarbonate de sodium (0,43 g, 5,15 mmol) et de 1,5 eq de dicarbonate de di-tert-butyle (Boc,0)
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(0,77 g, 3,53 mmol) avec 10 mL d’eau. Apres 4 h d’agitation a température ambiante, le méthanol est
évaporé et 15 mL d’eau sont ajoutés. Le mélange est lavé par 2 x 20 mL de cyclohexane puis la phase
aqueuse est acidifiée par I'addition d’acide citrique jusqu’a ce que le pH atteigne 2. L'extraction du
produit est réalisé par 3 x 30 mL d’acétate d’éthyle, puis la phase organique est séchée par du sulfate
de sodium anhydre et le solvant est évaporé par évaporateur rotatif pour mener a 0,83 g de tyrosine
protégée 17 (97%).

RMN 'H (CDCl;, 300 MHz) 6= 1.45 (s, 9 H), 2.93-3.23 (m, 2 H), 4.57 (dd, J = 12.9, 5.8 Hz, 1 H), 5.03 (d,
J=8.2Hz,1H),6.94 (d,J=8.3Hz,1H),7.05(dd,J=8.3,2.2Hz, 1 H), 7.30 (s, 1 H) ppm.

Méthyl ((S)-3-(3-bromo-4-hydroxyphenyl)-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)propanoyl)-D-prolinate
:19a
<:>"'002Me o O
Br o Br N~ “CO,Me
j©/\l\‘l?§oc WOH —> Brw
HO HO NHBoc (0]
HO NHBoc
Cz0H27BrN,0¢
Masse molaire : 471,35
g.mol?

Le couplage des acides aminés est réalisé par dissolution de 0,76 g (2,11 mmol) de bromo-tyrosine
protégée dans 20 mL de mélange DCM/ACN (9/1) puis 1 équivalent de D-proline méthylée (0,35 g, 2,11
mmol) est ajouté avec 2,2 eq de diisopropyléthylamine (0,60 g, 0,80 mL, 4,64 mmol) et 1,2 eq de
N,N,N',N'-tetramethyl-O-(benzotriazol-1-yl)uronium tetrafluoroborate (0,81 g, 2,53 mmol). Aprés 4 h
d’agitation a température ambiante la réaction est stoppée par I'ajout de 10 mL d’une solution saturée
de chlorure d'ammonium et d’eau. La phase organique est ensuite lavée par de I'eau puis elle est
séchée par sulfate de sodium anhydre et le solvant est évaporé a sec. Le brut réactionnel est déposé
sur une colonne de gel de silice (20 g) est élué par un mélange de dichlorométhane et d’acétate
d’éthyle (60/40, v/v) et le produit est obtenu avec un rendement de 60% (0,59 g).

RMN *H (CDCls, 300 MHz) 6 7.28 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H-3), 7.04 (dd, J = 8.3, 2.1 Hz, 1H, H-5), 6.86 (d, J =
8.3 Hz, 1H, H-6), 5.42 (d, J = 8.5 Hz, 1H, NH-Boc), 4.56 (dd, J = 7.3, 6.3 Hz, 1H, H-8), 4.33 (dd, J = 8.0, 3.8
Hz, 1H, H-14), 3.71 (s, 3H, O-CHs), 3.55-3.65 (m, 1H, H-11a), 3.03-2.71 (m, 3H, H-11b, H-7a, H-7b),
2.01-1.79 (m, 3H, H12a, H-12b, H-13a), 1.63 (m, 1H, H-13b), 1.41 (s, 9H, Boc C-(CHs)3).

RMN *3C (CDCls, 75 MHz) ) 6 172.2 (C-15), 170.1 (C-9), 155.0 (Boc C = 0), 151.3 (C-1), 132.8 (C-3), 130.4
(C-4),130.2 (C-5), 115.9 (C-6), 109.8 (C-2), 79.9 (Boc C-(CH3)3), 58.8 (C-14), 53.5 (C-8), 52.3 (C-16), 46.9
(C-11),38.9(C-7), 29.0 (C-12), 28.3 (Boc C-(CHs)s), 24.5 (C-13).

HRESIMS m/z 493.0945 [M + Na]* (calcd for CaoH27BrN,O¢Na, 493.0945)
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[a)?: - 0,11 (c 0,77, CHCls)

Cyclo (L-Bromo-tyrosine-D-Proline) : 13

(0]
Br N / \
N 'I/COZMe 0
HN Br
o) 0 o HN
C14H15BrN, O3 HO NHBoc 0 H
Masse molaire : 339,19
g.mol*

Le produit de condensation des acides aminés 19a (0,44 g, 0,94 mmol) est dissous dans 10 mL d’eau
dans un réacteur. Celui-ci est ensuite chauffé a 130 °C pendant 4 h puis aprés 1 h de refroidissement
le contenu du réacteur est extrait par 3 x 15 mL d’acétate d’éthyle. La phase organique est ensuite
séchée par sulfate de sodium anhydre et le solvant est évaporé. Le brut réactionnel est déposé sur
colonne de gel de silice et est élué par de I'acétate d’éthyle pour mener a 0,20 g de cyclo (L-BrTyr-L-
Pro) (64%).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) et RMN *3C (CDCls, 75 MHz) : cf tableau 17 scéne 3. Page 72.

méthyl ((S)-3-(3-bromo-4-hydroxyphenyl)-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)propanoyl)-L-prolinate
:19b

O‘COM
N~ TCOMe

Br
o) Br
OH —
D/ﬁc Br
HO NHBoc 0]
HO N

HO HBoc
C20H27BFN205
Masse molaire : 471,35
g.mol?

Le couplage des acides aminés est réalisé par dissolution de 1,8 g (5,00 mmol) de bromo-tyrosine
protégée dans 50 mL de mélange DCM/ACN (9/1) puis 1 équivalent de L-proline méthylée (0,83 g, 5,00
mmol) est ajouté avec 2,2 eq de diisopropyléthylamine (1,42 g, 1,90 mL, 11,01 mmol) et 1,2 eq de
N,N,N',N'-Tetramethyl-O-(benzotriazol-1-yl)uronium tetrafluoroborate (1,90 g, 5,92 mmol). Aprés 4 h
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d’agitation a température ambiante la réaction est stoppée par I'ajout de 50 mL d une solution saturée
de chlorure d’'ammonium et d’eau. La phase organique est ensuite lavée par de |'eau puis elle est
séchée par sulfate de sodium anhydre et le solvant est évaporé a sec. Le brut réactionnel est déposé
sur une colonne de gel de silice (20 g) est élué par un mélange de dichlorométhane et d’acétate
d’éthyle (60/40, v/v) et le produit est obtenu avec un rendement de 20% (0,50 g).

RMN !H (CDCls, 300 MHz) : mélange de rotaméres & 7.55 and 7.37 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H-3), 7.25 and
7.10 (dd, J = 8.3, 2.2 Hz, 1H, H-5), 7.04 and 6.89 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-6), 4.82 et 4.60 (q, J = 6.6 Hz, 1H,
H-8), 4.40 et 4.50 (dd, J = 8.4, 4.1 Hz, 1H, H-14), 3.62 et 3.75 (s, 3H, O-CHs), 3.40, 3.21 et 3.67-3.55 (m,
2H, H-11a and H-11b), 3.35et 3.02 (dd, J = 13.9, 6.7 Hz, 1H, H-7a), 3.17 et 2.82 (dd, J = 13.9, 5.9 Hz, 1H,
H-7b), 2.18 and 2.05 (m, 1H, H-12a), 1.96 et 1.81 (m, 1H, H-12b), 2.02-1.88 et 1.74 (m, 2H, H-13a et H-
13b), 1.39 (s, 9H, Boc C-(CH3)s).

RMN 3C (CDCls, 75 MHz) : § 172.5 et 172.2 (C-15), 170.2 et 170.1 (C-9), 155.2 (Boc C = 0), 148.5 et
148.2 (C-1), 134.7 et 133.1 (C-3), 129.7 (C-4), 130.3 et 130.1 (C-5), 123.3 et 116.4 (C-6), 109.8 et 109.7
(C-2), 80.1 (Boc C-(CHs)3), 59.2 et 53.1 (C-14), 54.6 et 52.8 (C-8), 52.5 et 52.4 (C-16), 47.2 (C-11), 38.3
et 37.3(C-7), 30.7 et 29.2 (C-12), 28.4 (Boc C-(CH3)s), 25.0 et 22.4 (C-13).

HRESIMS m/z 493.0941 [M + Na]* (calcd for Cz0H27BrN,OsNa, 493.0945).

[a]s’: + 0,39 (c 0,77, CHCI5)

Cyclo (L-Bromo-tyrosine-L-Proline) : 14

O
Br N / \
N 'I/COZMe O
HN > Br
o) 0 HN.
NHBoc HO 5
HO o H
C14H15BrN2Os
Masse molaire : 339,19
g.mol?

Le produit de condensation des acides aminés 19b (0,23 g, 0,49 mmol) est dissous dans 3 mL d’acide
acétique dans un réacteur. Celui-ci est ensuite chauffé a 130°C pendant 4 h puis aprés 1 h de
refroidissement le contenu du réacteur est évaporé a sec. Le brut réactionnel est déposé sur colonne
de gel de silice et est élué par un mélange DCM/AcOEt (60/40 v/v) pour mener a 0,60 g de cyclo (L-
BrTyr-L-Pro) (36%).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) et RMN *3C (CDCls, 75 MHz) : cf tableau 17 scéne 3. Page 72.
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D. Ciblage des composés actifs

1. Obtention des données pour réseaux moléculaires

Les fractions ont été analysées par LC-MS/MS a la plateforme P2M2 de I'INRA comme décrit
précédemment. Les données ont ensuite été entrées dans la plateforme GNPS (Global Natural
Products Social Networking) pour établir les réseaux moléculaires. Les réseaux formés sont visualisés
par le logiciel Cytoscape 3.5.1.

2. Traitement des données par MZmine et analyse statistique

Les données utilisées pour cette étude ont été obtenues par HPLC/MS basse résolution comme
précédemment décrit. Les données sont traitées par le logiciel MZmine 2, les ions sont extraits des
spectres puis la déconvolution des pics est effectuée par la méthode Wavelet XCMS. Apreés alignement
des pics, le tableau obtenu est entré dans le logiciel Rstudio et une analyse par PLS-DA est effectuée
pour comparer les fractions actives et inactives.

E. Fractionnement bioguidé par CPC

1. Obtention de I'extrait

L'expérience 3 du plan d’expérience a été répetée selon les mémes conditions de culture. 2,5 L de
milieu TY ont été versés dans le bioréacteur et ensemencés avec une pré-culture a hauteur de 5%. Le
pH a été ajusté a 6, I'agitation réglée a 250 rpm minimum et 400 rpm maximum en cascade avec le
pourcentage d’oxygene dissous (min 40%). Des solutions de soude (5 M) et d’acide sulfurique (0,5 M)
ont été connectées a la pompe de la cuve pour ajuster le pH au cours de la culture. Au bout de 4 jours
de culture le milieu a été récupéré et traité comme précédemment décrit pour mener a I'extrait de
résine et |’extrait surnageant.

2. Bioguidage

Le bioguidage a été réalisé par mesure de I'activité cytotoxique de chaque extrait et fraction obtenu.
L'activité a été évaluée par détermination de la Clso comme précédemment décrit. Les fractions les
plus actives ont été sélectionnées pour poursuivre le fractionnement.

112



ACTEIl — Scéne 6

3. Fractionnement par CPC

La CPC (chromatographie par partage centrifuge) utilisée est un appareil de FCPC (Fast Centrifugal
Partition Chromatography) de chez Kromaton (Annonay, France). Le volume de colonne est de 57 mL,
I"appareil est relié a une pompe a solvant en amont et a un collecteur de fractions en aval. Apres
optimisation des conditions opératoires par mesure de la fraction d’éjection, les paramétres ont été
fixés a une vitesse de rotation de 1200 rpm, 2 mL/min de débit en mode ascendant et un systéme
éluant constitué d’eau distillée et d’acétate d’éthyle de qualité analytique. La collecte a été réglée sur
une minute par tube soit 2 mL par tube.

Les fractions ont été déposées sur des plaques d’aluminium recouvertes d’un gel de silice (SiO,) avec
indicateur de fluorescence (10 — 12 um, Kieselgel 60 F;s4, Merck 5554) en phase normale. Aprés dép6t
de quelques microlitres de chaque fraction, les plaques sont mises a migrer dans une cuve contenant
le systeme éluant (DCM/MeOH, 95/5, v/v). Elles sont ensuite observées sous UV a 254 nm, 312 nm et
365 nm. Enfin elles sont révélées par une solution d’anhydride sulfurique (ANS: 0,5 mg de
méthoxybenzaldéhyde dissous dans 85 mL de méthanol en 10 mL d’acide acétique glacial. Puis 2%
d’acide sulfurique concentré sont rajoutés extemporanément). Aprés pulvérisation la plaque est
chauffée a 100 °C.

Les fractions sont rassemblées selon leurs principaux constituants et sont séchées a sec par
évaporateur rotatif. 5 fractions sont ainsi obtenues.

Apres éjection de la majorité des composants de I'extrait, la FCPC est passée en mode descendant et
de la phase supérieure (AcOEt) est injectée pour pousser la phase inférieure (eau). La phase aqueuse
récupérée est également séchée pour mener a la fraction « eau ».

4. Fractionnement de la fraction CPC eau

La fraction CPC eau (20,4 mg) a été dissoute dans un mélange eau/MeOH (50/50, v/v) puis filtrée sur
filtre a 0,45 um et injectée en HPLC semi-préparative sur une colonne Prevail Cis (5 um, 250 x 10 mm,
Grace, Columbia, MD, USA). Le systeme éluant est constitué d’eau ultra pure et d’acétonitrile de
qualité HPLC selon le gradient décrit ci-dessous. Les 4 fractions obtenues ainsi que la poubelle en sortie
de colonne ont été évaporés a sec par évaporateur rotatif.

Gradient d'élution HPLC CPC eau

120
100
80
60
40
20

0 10 20 30 40 50

% H20 % ACN

Figure 66 : Gradient d’élution utilisé pour le fractionnement de la fraction CPC eau
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F. Description des composés isolés a partir des cultures de la souche DP94

1. Indole-3-carboxaldéhyde (1)

Isolement :

Extrait de résine de la
o mm—
culture en bioréacteur

Fraction 6
12,1 mg

| Fraction | Qté me)
1 1.5

v
[

HPLC semi-prep

Colonne Prevail Cig
H,0O/ACN 70/30->100% ACN 4

1,2
11
1.5

Composé 1

Temps de rétention : 26,4 min (Prevail ® C35, 5 um, 250 x 4,6 mm, gradient d’analyse classique décrit

précédemment)

Formule brute : CoH;NO (MM : 145 g.mol™?)

HRESIMS : [M+H]* m/z trouvé : 146,0599 , calculé : 146,0600

RMN : Déplacements chimiques observés en RMN, dans le CDs0D [125]

1-NH - -
2-CH 139.7 8.10 (s)
3 120.1 -
3a 125.6 -
4-CH 122.3 8.16 (dt, 7.6, 0.9 Hz)
5-CH 123.6 7.25 (dt, 7.6, 1.2 Hz)
6-CH 125.0  7.28(td, 7.6, 7.8, 1.2 Hz)
7-CH 113.1 7.48 (dt, 8.0, 0.8 Hz)
7a 139.1 -
1'-CHO 187.2 9.89 (s)
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2. Cyclo (L-Val-L-Pro) (4)

0]
19 9
11 2
3 6N .
HN. s
Z 7
H
0]
Isolement : HPLC semi-prep
Chromatographie flash Colonne Prevail Cig

Silice, CH,Cl,/AcOEt, AcOEt/MeOH HZO/ACN 70/30

Extrait de résine de | Fraction 8 Sous-fractions Sous- Sous-
AUEGIEGE el —> e —» let2 fraction 6 fraction 1
culture en bioréacteur ,»3 Mg 126,9 mg 75,4 mg 13,1 mg
Chromatographie flash
CH,Cl/AcOEt, AcOEt/MeOH
Composé 4

Temps de rétention : 21,9 min (Prevail ® C35, 5 um, 250 x 4,6 mm, gradient d’analyse classique décrit
précédemment)

Formule brute : C;oH1sN,0; (MM : 196 g.mol™?)
[a]2’: - 23,0 (c 1, CHCls)
HRESIMS : [M+H]* m/z trouvé : 197,1282, calculé : 197,1285

RMN : Déplacements chimiques observés en RMN, dans le CDs0D [127]

2 -
3-CH 4.03 (m)
5 -
6-CH 4.15-4.25 (m)
2.29-2.37 (m
7-CH, 2.00-2.07 Emi
8-CH, 1.86-1.99 (m)
9-CH, 3.47 -3.68 (m)
10-CH 2.49 (qd, 7.1, 2.6 Hz)
11-CHs 0.94 (d, 6.9 Hz)
11'-CHs 1.09 (d, 7.2 Hz)
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3. Cyclo (L-Tyr-D-Pro) (7)

Isolement :

Chromatographie flash
Silice, CHZCIZ/ACOEt, AcOEt/MeOH

Extrait de résine de | Fraction 9 Sois e
xtrait de résine de |2 [ > [T fraction 1
culture en bioréacteur 143,1 mg 20,8 mg 5,7 mg

HPLC semi-prep
Colonne Prevail Cig
H5O/ACN 75/25

Composé 7

Temps de rétention : 20,7 min (Prevail ® C35, 5 um, 250 x 4,6 mm, gradient d’analyse classique décrit

précédemment)

Formule brute : C14H1sN,03 (MM : 260 g.mol™?)

[a]s': - 38,2 (c 1, MeOH)

HRESIMS : [M+H]* m/z trouvé : 261,1226, calculé : 261,1234

RMN : Déplacements chimiques observés en RMN, dans le CDs0D [128]

2 167.6 -
3-CH 59.9 4.13 (td, 4.3, 1.0 Hz)
5 171.4 -
6-CH 59.1 2.57 (dd, 10.4, 6.3 Hz)
1.56 - 1.71 (m)
7-CH, 298 1.98-2.10 (m)
1.56 - 1.71 (m)
8-CH, 223 1.84—1.95 (m)
3.25-3.36 (m)
9-CH, 46.0 3.45-3.59 (m)
2.84 (dd, 13.8, 4.3 Hz)
10-CH; 40.2 3.10 (dd, 13.8, 4.3 Hz)
11 125.5 -
12-CH
12 CH 132.2 6.92 (d, 8.5 Hz)
13-CH
e 117.0 6.67 (d, 8.5 Hz)
14 160.1 -
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4. Cyclo (L-Ala-L-Phe) (8)

Isolement :

HPLC semi-prep
Colonne Prevail Cig

; dci i H5O/ACN 75/25 Sous- ,
Extrait de résine de |a Ny Fraction 14 20/ / fraction 1 Composé 8
culture en bioréacteur 22,1 mg 2.4 mg

Temps de rétention : 22,8 min (Prevail ® C35, 5 um, 250 x 4,6 mm, gradient d’analyse classique décrit
précédemment)

Formule brute : C;2H1,N,0; (MM : 218 g.mol™?)
HRESIMS : [M+Na]* m/z trouvé : 241,0953, calculée : 241,0947

RMN : Déplacements chimiques observés en RMN, dans le DMSO-ds [157]

1-NH 8.12 (bs)
2 -
3-CH 3.58—3.63 (m)
4-NH 8.02 (bs)
5 -
6-CH 4.14-4.20 (m)
7-CHs 0.45 (d, 7.0 Hz)
2.85 (dd, 14.0, 5.1 Hz
8-CH, 3.10 zdd, 13.0, 4.0 Hz;
9 -
10-CH
10'- CH
11-CH 7.20-7.32(m)
11’-CH
12
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5. Cyclo (L-Tyr-L-Tpn) (9)

Isolement :

HPLC semi-prep

Colonne Prevail Cig

; oo ~ H-,O/ACN 75/25 Sous-
Ex'lcralt de r§§|n? dela > FI”ZaZC'EiO:1 14 20/ / N oction?2
culture en bioréacteur ,1 mg 1,8 mg

Temps de rétention : 24,4 min (Prevail ® C15, 5 um, 250 x 4,6 mm, gradient d’analyse classique décrit

précédemment)

Formule brute : C;0H15N303 (MM : 349 g.mol™?)

HRESIMS : [M+Na]* m/z trouvé : 372,1324, calculé : 372,1319

RMN : Déplacements chimiques observés en RMN, dans le CDs0D [130]

Composé 9

2 169.1 -
3-CH 57.6 3.89 (ddd, 8.4, 3.9, 1.2 Hz)
5 169.2 -
6-CH 57.3 4.17 (ddd, 5.4, 4.0, 1.2 Hz)
2.77 (dd, 14.5, 6.0 Hz
7-CH, 40.2 3.06 (dd(d, 14.5, 4.0, 0.7)Hz)
8 127.1 -
9-CH
Dt 131.9 6.47 (d, 8.5 Hz)
10-CH
10'-CH 116.3 6.65 (d, 8.5 Hz)
11 157.8 -
2.59 (dd, 13.6, 3.9 Hz
12-CH; 40.3 1.50 Edd, 13.6, 8.4 Hz;
13 109.2 -
14 128.5 -
15-CH 112.2 7.37 (dt, 8.1, 1.0 Hz)
16-CH 121.4 7.15 (ddd, 8.1, 7.0, 1.3 Hz)
17-CH 120.1 7.08 (ddd, 8.1, 7.0, 1.3 Hz)
18-CH 119.6 7.61(dt, 7.7, 1.1 Hz)
19 137.6 -
21-CH 120.2 7.05 (s)

118



ACTEIl — Scéne 6

6. 1-(5-Deoxy-p-D-erythro-pent-4-enofuranosyl) (10)

Isolement :

HPLC semi-prep
Colonne Prevail Cig

Extrait de résine de la q  Fraction 18 H,O/ACN 80/20940/62
culture en bioréacteur 20,2 mg

Sous-
fraction 1
3,9 mg

Composé 10

Temps de rétention : 20,4 min (Prevail ® C35, 5 um, 250 x 4,6 mm, gradient d’analyse classique décrit

précédemment)
Formule brute : C;oH1;NsO3 (MM : 249 g.mol™?)
HRESIMS : [M+H]* m/z trouvé : 250,0940, calculé :250,0935

RMN : Déplacements chimiques observés en RMN, dans le CDs0D [131]

2-CH 154.0 8.21 (s)
4 149.6 -
5 119.4 -
6 156.3 -
8-CH 140.7 8.25 (s)
11-CH 89.9 6.22 (d, 5.3 Hz)
12-CH 74.3 4.85 (m)
13-CH 70.0 4.78 (d, 5.3 Hz)
14 161.7 -
4.35 (s
15-CH, 86.1 4 as ES;
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7. Adénosine (11)

Isolement :

HPLC semi-prep
Colonne Prevail Cig

Extrait de résine de la > Fraction 19 H,O/ACN 85/15 >
culture en bioréacteur 38,5 mg

Sous-
fraction 2
7,4 mg

Composé 11

Temps de rétention : 19,1 min (Prevail ® C35, 5 um, 250 x 4,6 mm, gradient d’analyse classique décrit

précédemment)
Formule brute : C;oH13NsO4 (MM : 267 g.mol™?)

HRESIMS : [M+H]* m/z trouvé : 268,1046, calculé : 268,1041

RMN : Déplacements chimiques observés en RMN, dans le DO comparé a un standard

2-CH 152.5 8.21 (s)
a4 148.5 -
5 118.9 -
6 155.6 -
8-CH 140.3 8.30 (s)
10-NH, -
11-CH 88.2 6.04 (d, 6.2 Hz)
12-CH 73.5 4.77 (m)
13-CH 70.7 4.40 (dd, 5.2, 3.3 Hz)
14-CH 85.8 4.27 (dd, 6.3, 3.3 Hz)
3.80(dd, 12.9, 3.5 Hz
15-CH; 614 3.89 Edd, 12.9,2.8 Hz;
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8. Cyclo (L-OMet-L-Pro) (12)

Isolement :

1"

i asi Fraction 21 ,
Extrait de re§|nfe dela Composé 12
culture en bioréacteur 6,9 mg

Temps de rétention : 18,8 min (Prevail ® C15, 5 um, 250 x 4,6 mm, gradient d’analyse classique décrit

précédemment)

Formule brute : C10H16N>03S (MM : 244 g.mol™?)

[a)?: -4,0 (c 1, MeOH)

RMN : Déplacements chimiques observés en RMN, dans le CDs0D [133]

2 167.1 -
3-CH 55.1 4.33 - 4.40 (m)

5 172.6 -
6-CH 30.4 4.23-4.31 (m)

1.93-2.08 (m

7-CH; 29:3 2.24-2.37 Em;
8-CH. 23.5 1.93-2.08 (m)
9-CH. 46.5 3.53(dd, 7.7, 4.2 Hz)
10-CH, 23.8 2.24-2.37 (m)
11-CH, 49.8 2.80 - 3.06 (m)
12-CH; 38.2 2.67 (s)
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9. Cyclo (L-Br-Tyr-D-Pro) (13)

Isolement :

Extrait surnageant de la N  Fraction 5 H,O/ACN 70/30
culture en bioréacteur 16,5 mg

HPLC semi-prep

Colonne Prevail Cig

Sous-

fraction 2
1,4 mg

Composé 13

Temps de rétention : 23,4 min (Prevail ® C35, 5 um, 250 x 4,6 mm, gradient d’analyse classique décrit

précédemment)

Formule brute : C14H1sBrN,03 (MM : 339 g.mol™)

[a)?: + 38,4 (c 0,77, MeOH)

HRESIMS : [M+H]* m/z trouvé : 339,0329, calculé :339,0339

RMN : Déplacements chimiques observés en RMN, dans le CD;0D

2 167.3 -
3-CH 59.8 4.14 (t, 4.7 Hz)
5 171.1 -
6-CH 59.3 2.82 (m)
1.70 (m)
7-CH, 29.9 242 m)
1.95 (m)
8-CH, 22.5 1,70 (m)
3.36 (m)
9-CH, 46.2 .56 (m)
2.88 (dd, 13.9, 4.9 Hz)
10-CH; 397 3.09 (dd, 13.9, 4.9 Hz)
11 128.9 -
12-CH 131.3 6.98 (dd, 8.2, 2.1 Hz)
13-CH 117.2 6.83 (d, 8.2 Hz)
14 110.8 -
15 155.0 -
16-CH 135.5 7.29 (d, 2.1 Hz)
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10. Cyclo (L-Br-Tyr-L-Pro) (14)

Isolement :

Extrait surnageant de la N  Fraction 5 H,O/ACN 70/30
culture en bioréacteur 16,5 mg

HPLC semi-prep

Colonne Prevail Cig

Sous-

fraction 3
2,1 mg

Composé 14

Temps de rétention : 23,9 min (Prevail ® C15, 5 um, 250 x 4,6 mm, gradient d’analyse classique décrit

précédemment)

Formule brute : C14H1sBrN,03 (MM : 339 g.mol™)

[a)?:-29,4 (c 0,77, MeOH)

HRESIMS : [M+H]* m/z trouvé : 339,0329, calculé : 339,0339

RMN : Déplacements chimiques observés en RMN, dans le CD;0D

2 166.7 -
3-CH 57.7 4.38 (td, 4.7, 2.0 Hz)
5 170.7 -
6-CH 60.0 4.07 (ddd, 10.9, 6.3, 2.0 Hz)
1.25 (m
7-CH, 29.5 513 Em;
8-CH, 22.6 1.84 (m)
3.38(m
9-CH, 45.9 257 Em;
2.99 (dd, 14.2, 4.7 Hz
10-CH; 37.1 3.13 Edd, 14.2, 4.7 Hz;
11 129.6 -
12-CH 131.4 7.03 (dd, 8.3, 2.2 Hz)
13-CH 116.9 6.81 (d, 8.3 Hz)
14 110.6 -
15 154.5 -
16-CH 135.4 7.35(d, 2.2 Hz)
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11. Cyclo (L-Leu-L-Pro) (20)

Isolement :

Extrait de résine de la N Fraction7 Sous- ]
. g fraction7 Composeé 20
culture en erlenmeyer 31,5mg HPLC semi-prep 43 mg

Colonne Prevail Cig
100% H20940/60 HZO/ACN

Temps de rétention : 24,1 min (Prevail ® C35, 5 um, 250 x 4,6 mm, gradient d’analyse classique décrit
précédemment)

Formule brute : C;;H1sN,0, (MM : 210 g.mol™?)
[a]3’: - 27,4 (c 1, MeOH)

RMN : Déplacements chimiques observés en RMN, dans le CDCl3 [126]

2 -
3-CH 4.04 (dd, 9.6, 3.9 Hz)
5 -
6-CH 4.14 (t, 8.2 Hz)
7-CH, 2.30-2.45 (m)
8-CH, 1.98-2.20 (m)
9-CH, 3.49-3.69 (m)
1.55 (ddd, 14.5, 9.6, 5.0 Hz)
10-CH; 1.62-1.82 (m)
11-CH 1.85-1.98 (m)
12-CHs 0.97 (d, 6.5 Hz)
12’-CH; 1.02 (d, 6.5 Hz)
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12. Cyclo (L-Tyr-L-Pro) (21)

Isolement :

Extrait de résine de la Fraction 12
culture en erlenmeyer 83,8 mg

Composé 21

Temps de rétention : 21,1 min (Prevail ® C35, 5 um, 250 x 4,6 mm, gradient d’analyse classique décrit

précédemment)

Formule brute : C14H1sN,03 (MM : 260 g.mol™?)

[a)?: + 15,7 (c 1, MeOH)

HRESIMS : [M+H]* m/z trouvé : 261,1226, calculée : 261,1234

RMN : Déplacements chimiques observés en RMN, dans le CD;0D [135]

2 -
3-CH 4.36 (td, 4.8, 1.8 Hz)
5 -
6-CH 4.05 (ddd, 10.9, 6.3, 1.8 Hz)
1.16 - 1.26 (m)
7-CH, 2.02-2.16 (m)
8-CH, 1.74-1.87 (m)
3.32-3.43 (m)
9-CH, 3.48 - 3.61 (m)
10-CH, 3.08 (m)
11 -
12-CH
12-CH 7.04 (d, 8.5 Hz)
13-CH
enar 6.70 (d, 8.5 Hz)
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13. Adénine (22)

H
N 4 N
zﬁ; pe
Ne/5 N
NH,

Isolement :

Extrait de résine de
I’'expérience 1 du plan
d’expérience

Fraction 21

10,5 mg Composé 22

Temps de rétention : 19,5 min (Prevail ® C15, 5 um, 250 x 4,6 mm, gradient d’analyse classique décrit
précédemment)

Formule brute : CsHsNs (MM : 135 g.mol™)
HRESIMS : [M+Na]* m/z trouvé : 158,0443, calculé : 158,0435

RMN : Déplacements chimiques observés en RMN, dans le CDs0D comparé a un standard

2-CH 8.09 (d, 3.6 Hz)
4 .
5 -
6 -

8-CH 7.08 (s)
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14. Uracile (24)

N @)
H
Isolement :
Extrait surnageant de .
o Sous-fractions

la répétition de CPCeau E—
I’expérience 1 du plan 20,4 mg HPLC semi-prep 43 mg
d’expérience Colonne Prevail Cig :

100% H,0->20/80 H,O/ACN

Composé 23

Temps de rétention : 10,1 min (Prevail ® C35, 5 um, 250 x 4,6 mm, gradient d’analyse classique décrit

précédemment)
Formule brute : C;H4N,0;, (MM : 112 g.mol™?)
HRESIMS : [M-H]" m/z trouvé : 111,0200, calculé : 158,0200

RMN : Déplacements chimiques observés en RMN, dans le DMSO-ds

2 -

4 .
5-CH 5.44 (d, 7.6 Hz)
6-CH 7.38 (d, 7.6 Hz)
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L'étude de la relation bactérie-lichen dans ces travaux sera réalisée par le biais de I'étude de Ia
communication chimique. Quel type d’interaction existe-t-il entre ces différents organismes ?
Comment communiquent-ils entre eux ? Ces problématiques seront abordés par I'étude de I'effet de
composés lichéniques sur des souches bactériennes associées aux lichens et par des essais de
biotransformation de composés lichéniques par ces bactéries.

A. La bactérie au sein d’un écosysteme complexe

Les bactéries sont des organismes ubiquitaires, retrouvés dans tous types d’écosystémes, des
profondeurs marines colonisées par des bactéries piézopsychrophiles aux plus hauts sommets dont les
glaciers renferment des souches psychrophiles. Sans oublier tous les organismes vivants : animaux,
végétaux, champignons... Au sein de tous ces écosystémes, des capacités de défense, de
communication et d’autres types d’échanges se sont développés.

1. Les types d’interactions

a. Lesinteractions conflictuelles

Ce type d’interaction, peut étre délétére pour I'un des organismes.

- Il peut s’agir d’'une simple compétition entre plusieurs organismes situés au méme niveau
trophique ou sur des niveaux différents. Ils utilisent la méme ressource, généralement limitante, ou
bien se partagent le méme abri. Cette mise en compétition peut avoir lieu entre différentes especes
on parle de compétition interspécifique mais elle existe également entre des individus de la méme
espece on parle alors de compétition intraspécifique. Ce type d’interaction peut amener au
développement de stratégies par un organisme pour prendre le dessus. Dans le cas de nos bactéries,
cela peut aboutir a la production et a la diffusion dans le milieu de composés toxiques tels que des
antibiotiques, il s’agit alors d’'une compétition par interférence. Il existe également une compétition
par exploitation ou I'un des organismes consomme la majorité des nutriments empéchant ainsi le
second de se développer [22,158]. Plusieurs exemples de compétition par exploitation sont décrits par
Ghoul et al. comme par exemple la capacité de Saccharomyces cerevisiae et de Escherichia coli a passer
du mode anaérobie en mode aérobie. La consommation d’oxygéne devient alors possible pour ces
organismes et leur permet ainsi un développement important de la culture et donc une consommation
rapide des ressources. Certains micro-organismes peuvent également développer la capacité de
production de composés qui permettent une exploitation intense des ressources comme les
sidérophores ou des enzymes capables de dégrader des nutriments complexes [159]. La compétition
peut également avoir lieu pour I'occupation d’un endroit, certaines souches ont alors mis en place des
stratégies pour tuer leurs compétiteurs ou pour les délocaliser. On peut citer comme exemple la
production de surfactants, les rhamnolipides dans le cas de Pseudomonas aeruginosa qui conferent
aux bactéries une mobilité en surface [160].

- Dans le cas ou il n"existe pas de réelle compétition entre deux organismes mais que la simple
présence de I'un exerce un effet délétére sur |’autre, sans que le premier ne tire avantage de cet effet,

130



ACTEIl = Scene 1

on parle alors d’amensalisme ou d’antagonisme. Cette situation est généralement liée a une
allélopathie, ce qui signifie qu’au cours du métabolisme d’une bactérie un composé toxique ou répulsif
pour une autre espece est produit et excrété [161].

- Le plus manifeste de ce type d’interaction est probablement la prédation. Dans cette situation
une espéce d’'un écosysteme se nourrit avec une ou plusieurs autres especes, de facon parfois
obligatoire. L'organisme nuisible est appelé prédateur et I'autre est une proie. Ce type d’interaction
ne meéne généralement pas a une éradication totale de I'espéce proie de I’écosysteme car sa présence
est nécessaire pour le prédateur. Certaines bactéries sont prédatrices telle que Agromyces ramosus.
Cette derniére est une bactérie présente dans le sol et qui détruit de nombreuses souches gram-positif
et méme certaines souches de Saccharomyces cerevisiae. C’'est un prédateur non-obligatoire qui se
fixe a sa proie, I'enlace avec son mycélium puis la détruit (Figure 67) [162].
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Figure 67 : Interactions entre Agromyces ramosus ATCC 25173 et Azotobacter vinelandii. A) Extension des hyphes de A.
ramosus vers A. vinelandii a 29 h, B) Cellules de A. vinelandii recouverts par le mycelium de A. ramosus a 53 h, C) Mycelium
fragmenté de A. ramosus a 161 h, il ne reste que quelques cellules de A. vinelandii [162].

Micavibrio spp, quant a elle, a un cycle prédateur obligatoire ou elle se fixe a sa proie, en absorbe le
contenu tout en se développant autour jusqu’a la mort de la bactérie hote (Figure 68-A) [163]. Un
autre exemple est Bdellovibrio spp. qui s’accroche a une bactérie proie, pénétre a l'intérieur et s’y
développe en tuant la bactérie hote (Figure 68-B) [164]. Elle est parfois considérée comme une bactérie
prédatrice et parfois comme une bactérie parasite car elle reste un certain temps a l'intérieur de
I’organisme hote, répondant ainsi a la définition du parasitisme mais elle aboutit a la mort de celui-ci.
Le terme le plus approprié semble étre parasitoide (parasite qui induit la mort de I’h6te). Ces deux
genres bactériens sont de plus en plus étudiés pour leur éventuelle utilisation en thérapeutique [165].
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Figure 68: A) Micavibrio sp (en jaune) attachée & sa proie: Pseudomonas aeruginosa (en violet) (
https.//blogs.scientificamerican.com/lab-rat/living-antibiotics-bacteria-that-suck-the-life-out-of-their-prey/), B)Bdellovibrio
sp. envahissant une bactérie proie (https://hbsciu.com/2015/01/01/this-family-preyed-together-didnt-stay-together-4/).

- La derniére interaction avec des conséquences néfastes pour I'un des organismes est le
parasitisme. Ce type de relation est directe, prolongée et parfois obligatoire pour I'espéce parasite.
On distingue les endoparasites qui vivent a lI'intérieur de I’'hGte et les ectoparasites qui se développent
a sa surface. Dans ce type d’interaction le parasite nuit a I’hGte mais sans le tuer car sa propre survie
en dépend. Les bactéries sont impliquées dans de nombreux cas de parasitisme. Les infections
bactériennes appartiennent au registre du parasitisme car les bactéries pathogéenes vivent a I'intérieur
de leur hote en provoquant des désagréments. Récemment, une souche bactérienne nommée TM7x,
obtenue a partir de la cavité buccale humaine, a montré un caractére parasite obligatoire envers une
souche d’Actinomyces odontolyticus. Une analyse génomique de cette souche a mis en évidence son
incapacité a biosynthétiser les acides aminés, expliquant cette nécessité de vivre aux dépens d'une
autre espéce (Figure 69-A) [166]. La bactérie Wolbachia peut également étre considérée comme
parasite dans le cadre de l'infection du cloporte. En tant que parasite de la reproduction elle induit
entre autre la féminisation des males génétiques et I'arrét du développement larvaire des males
(Figure 69-B) [22]. Comme dans le cas de Bdellovibrio, cette interaction peut étre attribuée a différents
registres, celui du parasitisme et celui des symbioses car I'effet induit par Wolbachia n’est pas
directement délétere sur I'organisme hote mais sur le sexe ratio de I'espece.
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Figure 69 : A) Cellules de TMX7x fixées sur la membrane d’une Actinomyces odontolyticus, image obtenue par microscopie
électronique en transmission [166] ; B) Cellule d’insecte infectée par Wolbachia (http.//babec.org/wolbachia-pcr/)

b. Lesinteractions bénéfiques

Les interactions entre organismes peuvent également étre de nature bénéfique pour les deux especes
concernées. Elles sont différenciées par le degré d’implication et de dépendance de chaque organisme
dans l'interaction.

- Onretrouve tout d’abord le pendant bénéfique de I'amensalisme qui est le commensalisme.
Dans cette situation un des organismes tire profit de la relation mais cela n’a aucune incidence sur le
second. Il peut s’agir simplement de I'apport d’un abri a un autre organisme ou d’un partage de
nutriments. La présence de la flore intestinale humaine peut par exemple étre considérée comme une
relation commensale. Plus particulierement on peut citer Escherichia coli qui a la particularité de
pouvoir se développer en milieu aérobie et anaérobie. Elles vont donc consommer I’oxygene au niveau
du bol alimentaire le rendant ainsi anaérobie pour des souches anaérobies strictes comme les
Bacteroides [22].

- Lesrelations apportant un bénéfice réciproque aux deux organismes impliqués sont appelées
mutualisme. Elles peuvent étre de nature facultative dans ce cas on parle de coopération. Ce type de
relation est trés répandu, par exemple les bactéries cellulolytiques comme Fibrobacter succinogenes,
qui vivent a 'intérieur du rumen des vaches permettent la dégradation de la cellulose rendant ainsi
disponible les nutriments pour la vache [167]. En contrepartie elles profitent d’un abri tempéré et d’un
approvisionnement régulier en nutriments. La bactérie Synthrophus aciditrophicus vit également en
coopération avec des souches hydrogénotrophes comme |'archée Methanospirillum hungatei. La
premiere bactérie est capable de réaliser la dégradation anaérobie d’acides gras saturés en absence
d’accepteur terminal d’électrons, ce qui nécessite un milieu sous basse pression d’hydrogéene. Ces
conditions sont fournies par la deuxieme bactérie (M. hungatei) [22,168].
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- Lorsque le mutualisme entre deux organismes est obligatoire on parle alors de symbiose, les
partenaires ne peuvent se développer qu’en présence de I'autre. Un exemple bien connu est la relation
entre les rhizobiums, des a-protéobactéries présentes dans le sol avec les plantes appartenant a la
famille des Fabacées. La bactérie se développe au niveau des racines de la plante et forme des nodules
qui sont constitués de tissus racinaires et de rhizobium différenciés appelé bactéroides (Figure 70). Ces
derniéeres sont capables de fixer 'azote atmosphérique et de le métaboliser en azote organique, le
rendant ainsi disponible pour la plante. En échange la plante fournit des nutriments nécessaires au
développement bactérien [169].
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Figure 70: A) Nodules de rhizobium sur des racines de Fabacées
(http://www.reed.edu/biology/Nitrogen/Nfix1(legumes).html), B) représentation schématique d’un nodule de rhizobium sur
les racines de Fabacées (https://www.slideshare.net/snehaljikamade/rhizobium-65788703).

Le lichen est bien évidemment un autre exemple de symbiose comme décrit dans I’ACTE | — Scéne 1
de ce manuscrit. En effet, celui-ci résulte d’une association entre une algue ou une cyanobactérie
apportant certains nutriments grace a la photosynthése avec un champignon qui fournit la protection
du photobiote ainsi que I'apport en nutriments et en eau.

De nombreuses preuves penchent également en faveur d’une origine symbiotique de certains
organites cellulaires comme les mitochondries, responsables de la production d’énergie au sein de la
cellule, ou les chloroplastes, responsables de la photosynthéese. Ces symbioses sont a I'origine de
|"apparition des eucaryotes [170].

- Le dernier type d’interaction qui vient compléter ce tableau est le neutralisme ou les
organismes vivent dans le méme environnement sans n’entretenir aucune relation.

Toutes ces relations, quelles qu’elles soient, impliquent la mise en place de nombreux échanges entre
les organismes, dans un but d’attraction, de répulsion, de protection, de transmission d’informations
ou bien de destruction.
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2. Les échanges entre les personnages

a. Echange de nutriments

Peu importe le type de relation existant entre deux micro-organismes, I’échange le plus courant est
I’échange de nutriments. Ce transfert peut étre réalisé de facon pacifique généralement par la
diffusion par I'un des organismes de substances dans le milieu qui seront récupérées par 'autre
organisme pour étre réutilisées. Dans le cas des relations symbiotiques, on peut assister a la formation
de structures dédiées a ces échanges de nutriments. C’est notamment le cas dans le cadre de la
symbiose entre les rhizobiums et les fabacées ou la bactérie rejette de I'azote organique sous forme
d’ammonium dans le milieu qui sera récupéré par les cellules de la plante. La plante quant a elle libére
des substances telles que des sucres qui seront absorbés par la bactérie et consommeés en tant que
source de carbone. Dans ce cas particulier ce sont des nodules constituées de cellules végétales et de
bactéries qui se sont développés sur la surface des racines des fabacées. Le méme type d’échange est
retrouvé entre les mycorhizes et de nombreuses plantes. Ce champignon aide la plante en lui
fournissant de I'’eau et des minéraux en échange de glucides. Ici les cellules fongiques et végétales
s’entremélent pour réaliser I'’échange directement au niveau de la paroi de la racine de la plante
(ectomycorhizes) mais les cellules fongiques peuvent également étre a I'intérieur des cellules végétales
(endomycorhizes) et former une structure appelée arbuscule ou va se dérouler I'échange de
nutriments (Figure 71).
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Figure 71 : Schéma représentant les endomycorhizes et les ectomyrhizes (https.//fr.wikipedia.org/wiki/Mycorhize)

Certains micro-organismes ont développé des techniques pour récupérer les nutriments directement
dans les organismes producteurs en excrétant par exemple des toxines qui vont lyser la paroi de
I’organisme proie. C'est le cas par exemple de certains champignons qui développent un hyphe
différencié appelé haustorium. Celui-ci va pénétrer entre les cellules de I'h6te, se fixer sur celles-ci et
en absorber le contenu par I'intermédiaire de diverses enzymes protéolytiques (Figure 72) [171]. Ce
type de structure est également présent au sein du thalle lichénique entre les hyphes du mycobiote et
les cellules algales.
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Figure 72 : A) Représentation schématique d’haustorium (http://biologywriteup.blogspot.fr/2012/03/haustorium.html), B)
Filament mycélien de Hyaloperonospora parasitica, un des agents responsables du mildiou parasitant Arabidopsis thaliana et
ses haustorium (tdches sombres) (https.//fr.wikipedia.org/wiki/Haustorium)

Enfin lors de la prédation, la consommation de nutriments provenant d’un autre organisme se fait par
la destruction de celui-ci ou son ingestion. C’est notamment le cas avec Micovibrio précédemment
décrit.

b. Transfert d'informations génétiques

Les nutriments ne sont pas les seuls échanges dans le monde des micro-organismes, on retrouve aussi
couramment des transferts de matériel génétique. Ces procédés sont appelés transferts horizontaux
de génes par opposition aux transferts verticaux qui sont les transferts a la descendance directe. I
existe trois modes de transferts de genes différents.

Lorsque de I’ADN nu est présent dans I'environnement suite a une lyse cellulaire ou a une excrétion
active, il peut pénétrer a I'intérieur des bactéries, c’est ce qu’on appelle la transformation (Figure 73).
L’ADN peut étre consommé comme apport de nutriments (phosphore, carbone, azote) ou étre intégré
comme matériel génétique. Dans le cas d’especes proches, '’ADN peut étre utilisé dans un but de
réparation de brins d’ADN lésés, sinon il sert pour I'acquisition de nouvelles compétences. Griffith a
découvert ce mode de transfert en réalisant une étude sur des souris auxquellesil a injecté différentes
souches de Streptococcus pneumoniae. |l s’est rendu compte qu’en leur injectant dans un premier
temps des souches virulentes préalablement détruites par la chaleur et dans un deuxieme temps des
souches non virulentes, les souris mouraient et les souches non virulentes avaient acquis les génes
porteurs de la virulence [172]. Cette technique est aujourd’hui couramment utilisée en laboratoire
pour la modification génétique de souches bactériennes. Elle nécessite toutefois que la bactérie soit
dans un « état de compétence » qui peut étre obtenu en laboratoire.
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Figure 73 : Schéma du transfert de génes par transformation (http.//pages.infinit.net/p1nchtr3/mecanismes.htm)

Le second mode de transfert de génes est la conjugaison, dans ce cas les bactéries doivent étre en
contact. Il y a émission d’un pilus de la bactérie donneuse qui possede un plasmide conjugatif vers la
bactérie receveuse. Le pilus va ensuite se rétracter de fagon a rapprocher les bactéries jusqu’a ce
gu’elles entrent en contact. Un pore va alors se former a ce niveau et le plasmide de la bactérie
donneuse va étre répliqué dans la bactérie receveuse (Figure 74) [173]. De fagon plus rare, ’ADN
chromosomique peut également étre transféré par ce mécanisme, cela a lieu lorsque le plasmide s’est
intégré au chromosome, la bactérie est alors appelée HFR (Haute Fréquence de Recombinaison) [174].
Le transfert de plasmide par conjugaison peut avoir lieu entre bactéries d’espéces différentes voire
méme entre bactéries et levures.
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Figure 74 : Schéma de transfert de génes par conjugaison (http.//www.jpboseret.eu/biologie/index.php/microbiologie/80-
transformation-conjugaison-et-transduction)
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Le dernier mode de transfert de genes a lieu par l'intermédiaire des bactériophages et est appelé la
transduction. Ces micro-organismes sont des virus des bactéries, ils se fixent sur une bactérie et
délivrent leur ADN viral a l'intérieur. Celui-ci est ensuite répliqué par la cellule héte et induit la
production de nouvelles capsules. L'ADN viral répliqué est ensuite encapsulé et libéré sous la forme de
nouveaux phages lors de la lyse de la cellule. Pendant ce processus, I’ADN bactérien est dégradé et
fragmenté. Au cours de I’encapsidation, il arrive que de I’ADN bactérien soit intégré a la place de ’ADN
viral (1%). Ces phages porteurs de I’ADN bactérien vont de nouveau se fixer sur un organisme héte et
libérent leur génome, sans la présence d’ADN viral ce nouvel héte ne sera pas lysé et pourra exprimer
le nouvel ADN acquis (Figure 75).
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Figure 75 : Schéma de transfert de génes par transduction (http://pages.infinit.net/p1nchtr3/mecanismes.htm)

c.  Communication chimique

Le contenu des échanges entre micro-organismes peut également relever de I'information et on parle
alors de communication. Dans le régne animal les modes de communication sont trés variés et visibles,
il peut s’agir de signaux visuels, acoustiques, vibratoires, tactiles, chimiques voire électriques. Dans le
monde des micro-organismes la méthode de communication la plus développée est la communication
chimique. Par le biais de molécules chimiques, ils peuvent intoxiquer d’autres micro-organismes préts
a coloniser leur habitat ou bien les repousser, c’est I’antibiose et les composés produits sont des
composés antibiotiques. Par exemple, au sein du thalle lichénique, la diversité bactérienne est
importante et la régulation de la population bactérienne peut étre effectuée par antibiose. La
détection de substances chimiques peut également permettre la mise en place d’'une coopération ou
d’une symbiose en trouvant ainsi le partenaire associé, c’est le chimiotactisme. Dans le cas de la
symbiose rhizobium-fabacées, la racine de la plante exsude des composés phénoliques pour attirer le
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rhizobium, la bactérie reconnait ces composés grace a un facteur de transmission qui va ensuite
déclencher I'expression de différents génes. Un de ces genes provoque la production de facteurs Nod,
des lipo-chito-oligosaccharides (Figure 76) dont les différents substituants présents sur ces composés
vont caractériser la spécificité du rhizobium pour un type de légumineuse [175].
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Figure 76 : Diversité structurale des facteurs Nod, constitués de 4 a 5 unités N-acetyl-glucosamine liées en [-1,4, les sites de
substitution sont indiqués par I-VI et la nature des substituants est indiquée dans I’'encadré.

Iy a quelques temps, il a été découvert que les bactéries étaient capables de mesurer la concentration
de certaines petites molécules leur indiquant ainsi le nombre d’organismes présents dans leur
environnement. C'est le « quorum-sensing ». Ce systeme a été découvert par le biais de la bactérie
Vibrio fischeri, une bactérie bioluminescente vivant en symbiose avec le calamar Euprymna scolopes.
Cette bioluminescence n’a lieu qu’en présence d’une forte densité de population bactérienne. Un
composé extra-cellulaire auto-inducteur a été isolé et identifié comme étant responsable du
déclenchement de la luminescence : une N-acylhomosérinelactone [176]. Cette substance a ensuite
été identifiée chez plusieurs autres bactéries mettant ainsi en place le concept de quorum-sensing. Les
bactéries d’'un environnement sécretent ces autoinducteurs. Une fois que la concentration dans le
milieu a atteint un certain palier, ces molécules provoquent le déclenchement d’'un comportement de
I’ensemble de la colonie bactérienne. Dans le cas de Vibrio fischeri |'effet produit est la
bioluminescence mais cela peut également étre la mise en place d’un facteur de virulence ou d’'une
symbiose [177]. Par la suite de nombreux composés ont été identifiés comme des autoinducteurs
ayant un role dans le quorum-sensing. En plus des dérivés N-acylhomosérinelactone (AHL), on retrouve
des oligopeptides notamment produits par des bactéries Gram-positif [178], des y-butyrolactones
produits par des Streptomyces aussi appelés facteurs A, des quinolones cycliques, des esters d’acides
gras et des dérivés furanoses appelés Al-2 (autoinducer-2) (Figure 77) [177,179].
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Figure 77 : Structures de composés ayant un réle autoinducteur dans le quorum-sensing, AHL : N-acylhomosérine lactone, 3-
oxo-AHL : 3-(oxoacyl)homosérine lactone, 3-hydroxy-AHL : 3-(hydroxyacyl)homosérine lactone, avec R : chaine hydrocarbonée
avec 1 a 15 carbones et une ou plusieurs insaturations ; Facteur A : 2-isocapryloyl-3-hydroxy-méthyl- »-butyrolactone ; Al-2 :
forme ester furanosyl de I'acide borique ; PQS : « Pseudomonas Quinolone Signal », 2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone ; DSF :
« Diffusible Factor », acide méthyl-dodécénoique ; PAME : Ester méthylique de I'acide hydroxypalmitique ; AIP1 a AIP4 :
« Autolnducer Peptide » de Staphyloccoccus aureus. [22]

Plus récemment, il a été démontré que les dicétopipérazines jouent un réle dans le quorum-sensing
en interagissant avec les récepteurs LuxR qui sont associés aux dérivés AHL [139]. Lors de nos travaux,
nous avons isolé de nombreuses dicétopipérazines qui pourraient avoir un réle dans la communication
entre les bactéries au sein du lichen.

Enfin ce type de communication n’est pas réservé qu’aux bactéries. De nombreuses études montrent
un effet des autoinducteurs sur les eucaryotes, les organismes les plus étudiés dans ce cadre
appartiennent au regne végétal. De nombreux effets des homosérines lactones sur les plantes sont
répertoriés par Kan et al. [180]. Ces signaux induisent principalement la défense et I'immunité de la
plante ainsi que le développement de certaines structures comme les nodules dans le cas de Medicago
truncalata. Il a également été démontré que lors des co-infections a Candida albicans et Pseudomonas
aeruginosa, une régulation était effectuée entre ces deux organismes témoignant d’'un effet de
communication entre la bactérie et la levure. La production d’'une homosérine lactone (3-oxo C12 HSL)
par P. aeruginosa inhibe la transformation de C. albicans de levure a champignon filamenteux,
diminuant ainsi sa virulence. La levure a elle aussi un systéme de quorum-sensing régulé par le farnésol
et le tyrosol. Le farnésol agit également sur la bactérie en inhibant la production de pyocyanine
(régulée par la PQS) et donc sa virulence (Figure 78) [181]. Ces informations montrent que la
communication chimique entre bactéries et champignons et bactéries et plantes est possible. Par
conséquent, elle doit étre présente au sein du lichen.
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Figure 78 : Représentation schématique de la régulation « interkingdom » entre P. aeruginosa et C. albicans. [181]

Tous ces composés chimiques excrétés dans le milieu au sein de micro-écosystemes complexes,
régulant les interactions entre les différents organismes, sont absorbés par d’autres especes

présentes. Pour utiliser ces composés comme ressources ou les éliminer en cas de toxicité les
organismes sont amenés a les modifier chimiquement.
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B. Un mode de dialogue particulier : la biotransformation bactérienne

1. Qu’est-ce que la biotransformation ?

La biotransformation ou bioconversion enzymatique et microbienne est le processus par lequel des
substances sont transformées en une autre par des voies biologiques. Elle peut étre réalisée par des
enzymes purifiées libres ou fixées, ou par des cellules entiéres elles aussi libres ou fixées. Cette
méthode est utilisée par I'lhomme depuis la nuit des temps, notamment par |'utilisation de Ia
fermentation lactique et des sucres. La découverte de la réaction de 1la-hydroxylation de la
progestérone en 11a-hydroxyprogestérone par Rhizopus nigricans (Figure 79) a notamment permis de
grandes avancées dans la synthése des stéroides mais a également accru le nombre de travaux sur la
biotransformation.

R. nigricans
_—

O O
Progestérone 11-a-hydroxyprogestérone

Figure 79 : Biotransformation de la progestérone en 11-a- hydroxyprogestérone par Rhizopus nigricans [182]

La biotransformation présente de nombreux intéréts face a la synthése classique comme le fait qu’elle
se déroule dans des conditions douces de pH (5-8) et de température (20-40°C), qu’elle est efficace sur
le plan écologique et économique et surtout que les réactions enzymatiques sont généralement
régiosélectives et énantiosélectives. Aujourd’hui cette technique est utilisée comme étape de synthese
pour obtenir des composés a I'échelle industrielle a moindre co(t, pour augmenter la chimiodiversité
ou encore pour la transformation de déchets industriels en ressources énergétiques.

2. Les différents types de biotransformation

a. Lesréactions enzymatiques mises en jeu

La biotransformation repose sur les différentes réactions enzymatiques que les micro-organismes sont
capables de réaliser. Les principales enzymes sont répertoriées dans le tableau 33 ci-dessous suivant
le classement EC (Enzyme Commission number).
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Tableau 33 : Différentes enzymes et leur réaction, °:

réaction réversible, b : réaction réversible en retirant I’eau du milieu.

Type Enzyme Réaction
Lyases Aldolase® (o) OH O
. — K&
R H R R
Hydroxynitrile lyase® 0 HO CN
o, T
R R'
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Ny R
)
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+H,O0 —> NH,
R)\CN 2 R)}w/
@]
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+ — * +
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b. Biotransformation des métabolites primaires

La méthode de biotransformation la plus utilisée est probablement I'hydrolyse enzymatique de
I’'amidon de blé ou de mais (Figure 80-A). Elle méne a I'obtention de différents produits sucrants tels
gue le saccharose ou le fructose. Ce dernier peut également étre obtenu grace a I'utilisation d’'une
autre enzyme qui est une xylose-isomérase permettant d’isomériser le glucose en fructose (Figure 80-
B) [183]. Ces sucres obtenus par hydrolyse de I'amidon peuvent également subir une fermentation par
le biais de levures menant ainsi a la production de bioéthanol. Celui-ci est utilisé comme carburant et
est considéré comme une énergie renouvelable (Figure 80-C) [184].
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Figure 80 : Réactions enzymatiques impliquées dans la production des produits sucrés (glucose, fructose,...) et du bioéthanol.
A) Hydrolyse enzymatique du sucrose issu de I’amidon en glucose et fructose, B) Isomérisation enzymatique du glucose en
fructose, C) Fermentation alcoolique du glucose conduisant a la production d’éthanol.

On peut également citer en exemple la biotransformation de glucose et de fructose par la bactérie
Zymomonas mobilis qui fournit du sorbitol et de I'acide gluconique (Figure 81) [185].
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Figure 81 : Biotransformation du glucose et du fructose en sorbitol et acide gluconique par la bactérie Zymomonas mobilis

La biotransformation des acides gras est moins utilisée a I’échelle industrielle mais elle est néanmoins
tres étudiée pour I'obtention de nouveaux lipides bioactifs. Par exemple, lors de I'étude de bactéries
saprophytiques isolées a partir d’'un compost en formation, 12 % des souches isolées ont montré une
capacité a bioconvertir I'acide oléique en acide 10-cétostéarique ou en acide 10-hydrostéarique. Les
souches ont été identifiées comme étant des souches de Sphingobacterium thalpophilum et
d’Acinetobacter spp. Plusieurs souches de Pseudomonas aeruginosa ont également montré une
capacité a bioconvertir 'acide ricinoléique en acide 7,10,12-trihydroxy-8(E)-octadécenoique. Enfin
I'acide linoléique a été bioconverti par des souches d’Enterobacter agglomerans en dérivés
hexadécadienoique et tétradécadienoique (Figure 82) [186].
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Figure 82 : Biotransformation d’acides gras essentiels par des souches bactériennes isolées a partir de compost.

La bactérie Clavibacter sp. reclassifiée comme étant Bacillus megaterium a elle aussi démontré ses
capacités de biotransformation en transformant I’acide linoléique en acide 12,13,17-trihydroxy-9(Z2)-
octadécénoique (12,13,17-THOA) et 12,13,16-THOA. Elle est également capable de convertir les acides
eicosapentaénoique (EPA) et docosahexaénoique (DHA) en acides 15,18-dihydroxy-14,17-époxy-
5(2),8(2),11(2)-eicosatriénoique et 17,20-dihydroxy-16,19-époxy-4(2),7(2),10(2),13(2)-
docosatétraénoique (Figure 83) [187].
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Figure 83 : Conversion de I'EPA et de la DHA par la bactérie Clavibacter sp

La biotransformation est une méthode tres utilisée pour la production d’acides aminés. Le glutamate
est par exemple obtenu par fermentation glutamique de la bactérie Corynebacterium glutamicum dans
un milieu enrichi en sucres et en sels d’'ammonium [188]. La lysine est obtenue par fermentation de
cette méme souche bactérienne par la voie du diaminopimelate ou de I’a-aminoadipate [189]. L’acide
aspartique est lui produit lors de la fermentation de diverses souches bactériennes dont Pseudomonas
sp. grace a I'action d’une aspartate ammonium-lyase qui transforme le fumarate en acide aspartique
en présence d'ammoniaque (Figure 84-B) [190]. De nombreux autres acides aminés sont obtenus par
fermentation comme la leucine qui est produite par des souches de Brevibacterium et de
Corynebacterium, 'isoleucine qui est produite par Corynebacterium glutamicum et la phénylalanine
produite par une souche recombinante d’Escherichia coli. Le tryptophane et la valine sont également
produits de cette maniére.
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Figure 84 : A) Voie de biosynthése du glutamate par la glutamate déhydrogénase de Corynebacterium glutamicum, GDH :
Glutamate déhydrogénase, GS : Glutamine Synthétase, GOGAT : Glutamine amide a-cétoglutarate aminotransférase [188].
B) Transformation de I’acide aspartique par I'aspartate ammonium-lyase.

c. Biotransformation des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont généralement responsables de diverses activités biologiques et pour
celails sont tres étudiés. Cependant lorsqu’un composé naturel bioactif est identifié et qu’il est amené
a étre produit a grande échelle, le probleme de son obtention en grande quantité se pose. La synthese
n’est pas toujours réalisable ou améne a des colts élevés et de faibles rendements. L'utilisation de
micro-organismes pour réaliser cette synthese totale ou partielle est une solution pour pallier les
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inconvénients de la synthése chimique. Aussi, aujourd’hui, de nombreux composés d’origine naturelle
sont synthétisés par le biais de micro-organismes ou d’enzymes.

Comme décrit précédemment, la biotransformation des stéroides est tres étudiée et plusieurs
composés utilisés dans le domaine pharmaceutique sont obtenus de cette maniere (Figure 85) [44].
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Figure 85 : Stéroides obtenus par biotransformation

148



ACTEIl = Scene 1

La rifamycine B est un composé macrocyclique obtenu par fermentation d’Amycolatopsis
mediterranei, ce composé n’a aucune activité biologique mais aprés une étape de biotransformation
la rifamycine B est transformée en rifamycine SV qui posséde une forte activité antibiotique.

L’hyoscyamine et la scopolamine sont des alcaloides tropaniques avec des activités anticholinergiques
qui sont isolés a partir de plantes de la famille des Solanacées telles que la Belladone, la Jusquiame ou
la Datura. La scopolamine a plus d’intérét en thérapeutique que I’hyoscyamine, principalement comme
antispasmodique, cependant elle est produite en plus petite quantité par les plantes. Aussi des
méthodes d’obtention de la scopolamine a partir de I’"hyoscyamine ont été étudiées notamment par
le biais de micro-organismes. L'enzyme responsable de cette conversion I’hyoscyamine 63-hydroxylase
a, par exemple, été exprimée par une souche recombinante d’Escherichia coli, qui devient ainsi capable
de transformer I’hyoscyamine en scopolamine (Figure 86) [191].
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Figure 86 : Biotransformation de I’hyoscyamine en scopolamine par une souche d’E.coli recombinante

Le cinnamaldéhyde est un des principaux constituants de |’écorce de cannelle (Cinnamomum
zeylanicum, famille des Lauracées) et il est utilisé principalement comme agent parfumant ou comme
ardme. Les écorces sont récoltées encore humide pour faciliter le traitement, ce qui favorise certains
procédés de fermentation par les micro-organismes endophytes. Ainsi, |’écorce fraiche de cannelle
contient majoritairement de l'acétate de cinnamyle tandis que I'écorce en fin de processus de
traitement contient majoritairement du cinnamaldéhyde. Cette évolution laisse supposer une
conversion de I'acétate en aldéhyde par la fermentation [44].

OCOCHj3 CHO
= =
—
Acétate de Cinnamaldéhyde
cinnamyle

Figure 87 : Biotransformation de I'acétate de cinnamyle en cinnamaldéhyde lors du procédé de traitement de I’écorce de
cannelle
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L’éphédrine est un alcaloide dérivé de la phénylalanine isolé a partir de diverses plantes appartenant
a l'espéce Ephédra. Ce composé est utilisé notamment pour le traitement des congestions nasales ou
comme bronchodilatateur. Sa production industrielle est globalement effectuée par syntheése.
Plusieurs étapes de fermentation sont utilisées pour obtenir I’éphédrine de facon énantiosélective a
partir du benzaldéhyde par I'intermédiaire de levures telles que Saccharomyces sp (Figure 88) [44].
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CHO CH3COCOZH MeNH, H,/Pt
— —— .
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Benzaldéhyde (-)-Ephédrine

Figure 88 : Obtention de la (-)-éphédrine par biotransformation du benzaldéhyde par une souche de levure

Ce survol de certaines utilisations de méthodes de biotransformation pour I'obtention de composés
naturels bioactifs montre bien I'intérét de cette technique dans le domaine des substances naturelles.
Dans un premier temps cela permet un acces simplifié, moins couteux et parfois plus sélectif
(énantiosélectivité, régiosélectivité...) a des composés utiles et difficilement accessibles. Dans un
deuxiéme temps la biotransformation est un outil d’intérét pour augmenter la diversité chimique.
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C. Les personnages mis en scene

Dans ces travaux, nous avons choisi d’étudier les capacités de biotransformation de certaines souches
bactériennes associées aux lichens envers des composés lichéniques connus. L'étude des échanges
chimiques entre les différents partenaires du réseau symbiotique lichénique apporte des informations
quant a la nature des relations existant entre les différents partenaires. Pour cela, nous avons
sélectionné trois souches bactériennes représentatives des trois phyla bactériens les plus souvent
retrouvés associés aux lichens. L’a-protéobactérie choisie est une souche appartenant a I'ordre des
Rhizobiales, identifiée comme étant Mycoplana ramosa ou Chelativorans intermedius, la Firmicutes
est une souche de Bacillus weihenstephanensis et I’Actinobactérie est une souche de Nocardia
possédant 100 % d’identité avec les espéces N. soli, N. salmonicida et N. cummidelens par analyse de
I’ARNr 16S.

1. Biotransformation chez les a-protéobactéries

a. Présentation générale

Le phylum des Protéobactéries est divisé en cinqg classes : a, B, v, & et €. Il rassemble un tres grand
nombre d’espéces bactériennes gram-négatif et comprend notamment les bactéries pourpres non
sulfureuses. Ces derniéres sont capables de réaliser la photosynthese anoxygénique (c’est-a-dire
gu’elles ne produisent pas d’oxygene) a partir de sulfures, d’hydrogéne ou de fer par exemple. Ici nous
nous sommes intéressés aux a-protéobactéries. La plupart de ces bactéries sont mobiles et ce groupe
rassemble de nombreuses bactéries impliquées dans des symbioses avec des eucaryotes comme
Rhizobium ou Agrobacterium [22].

Dans le domaine de la biotransformation il y a surtout une espéece de ce groupe qui a été tres étudiée
c'est Glucunobacter oxydans. L'intérét de cette bactérie est principalement lié a sa capacité a
partiellement oxyder les polyols grace a diverses enzymes de la famille des déhydrogénases. Cette
bactérie peut également produire des bio-polymeres et posseéde des enzymes capables de
transglycosylation [192].

Elle est utilisée par exemple pour la conversion du D-glucose en D-gluconate, ou encore lors du
procédé de synthese de la vitamine C a partir du glucose. G. oxydans est alors utilisée lors d’'une étape
pour transformer le D-sorbitol en L-sorbose (Figure 89) [192].
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Figure 89 : Biotransformation de sucres par Glucunobacter oxydans : D-glucose en D-gluconate et D-sorbitol en L-sorbose

G. oxydans a également montré sa capacité a produire des polymeres tels que la cellulose, les |évanes
qui sont des polymeéres de fructose ou les dextranes qui sont des polymeéres de glucose (Figure 90)
[192].
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Figure 90 : Polymeres produits par G. oxydans : A) Cellulose, B) Lévanes, C) Dextranes

D’autres bactéries appartenant aux o-protéobactéries sont trés étudiées pour leur capacité de
biotransformation comme Zymomonas mobilis. Comme précédemment décrit, cette derniere est
capable de bioconvertir le glucose et le fructose en acide gluconique et sorbitol. Cette bactérie est
également capable de produire de I'’éthanol a partir de différents hydrolysats (mais, levure ou blé)
[193].

Agrobacterium tumefaciens est également étudiée pour ses enzymes capables d’oxyder des composés
phénoliques [194] et Caulobacter crescentus pour son époxyde hydrolase réalisant I'ouverture des
époxydes de facon énantiosélective [195].
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b. Biotransformation chez les genres Chelativorans et Mycoplana

Les seules études sur le métabolisme des bactéries appartenant au genre Chelativorans décrivent les
enzymes monooxygénase (FMNH,)-dépendante de 'EDTA (EmoA) (reduced flavin mononucleotide) et
I’oxidoréductase NADH:FMN (EmoB). Elles permettent I’oxydation de I'EDTA
(éthylénediaminetétraacétate) en éthylénediaminediacétate (EDDA) qui est lui-méme oxydé en
éthyléenediamine (ED) par 'EDDA oxydase (IdaA) (Figure 91) [196].

EmoA/EmoB !
~ /\COOH R HOOC\/N\/\N/\COOH » H,N\/\N,H

N
|
kCOOH H H
EDTA EDDA ED

Figure 91 : Dégradation de I'EDTA en éthyléne diamine par les oxydases EmoA, EmoB et IdaA de Chelativorans spp

Les études sur les bactéries du genre Mycoplana ont mis en évidence une enzyme appelée biotinyl-
CoA synthétase impliquée dans la dégradation de la biotine (Figure 92) [197,198]. La seconde enzyme
étudiée chez Mycoplana sp est l'acétylpolyamine amidohydrolase (APAH) qui catalyse la
désacétylation de diverses polyamines acétylées comme la N-acétylputrescine ou la N-
acétylcadavérine (Figure 93) [199,200].

O o O
HNJkNH Mycoplana sp. HN  'NH
+
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Figure 92 : Dégradation de la biotine par Mycoplana sp.

(0] APAH
H

N-acétylputrescine putrescine

Figure 93 : Désacétylation de la N-acétylputrescine par I'acétylpolyamine amidohydrolase de Mycoplana sp.
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2. Biotransformation chez les Firmicutes

a. Présentation générale

Le phylum des Firmicutes regroupe des bactéries a Gram-positif avec un faible taux en G+C (< 50 % de
GC dans I’ADN) sauf pour quelques exceptions. lls ont la particularité de pouvoir produire des spores
thermorésistantes. Ce phylum rassemble de nombreuses bactéries pathogenes par la production de
toxines virulentes c’est notamment le cas pour Clostridium botulinum et Bacillus anthracis.

Le genre Lactobacillus est probablement I'un des genres bactériens les plus connus parmi les
Firmicutes. Ceci est principalement lié a son utilisation dans le domaine alimentaire mais également
pour sa forte présence au sein du microbiote intestinal. Ces bactéries sont généralement anaérobies
et sont capables de réaliser la fermentation lactique qui consiste a transformer le glucose en acide
lactique (Figure 94). C’est cette étape de conversion qui est recherchée en industrie alimentaire, elle
permet par exemple d’obtenir du yaourt a partir du lait. Elle intervient également dans la production
des fromages, de la choucroute ou du levain naturel [201].

2ADP +2P,

Q

Glucose |

0—C—0—
|
o]

{ ¥
[ 2nAD* | [2NADH | _

[ pyruvique
|

Hy

c=0 _
H—C—OH "
cH,
2 Acide lactique

Figure 94 : Equation de la fermentation lactique

Ce genre bactérien est également étudié en recherche pour ses capacités de biotransformation. On
peut par exemple citer la transformation des ginsénosides, des isoflavones et d’autres composés
phénoliques ainsi que la conversion du glutamate de sodium en GABA (acide y-aminobutyrique) ou
celle de I'oleuropeine en hydroxytyrosol [202].

Un autre genre de Firmicutes trés étudié pour ses capacités de biotransformation est le genre
Clostridium dont la particularité est de pouvoir dégrader la cellulose en glucose, propriété qui est
notamment utilisée pour la production de bioéthanol a partir de biomasses. Cette transformation est
possible grace a la présence de cellulosomes chez la plupart des Clostridia. Cette structure est
constituée d’'un ensemble d’enzymes impliquées dans la dégradation de la cellulose [203]. Clostridium
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acetobutylicum peut également produire du butanol a partir de molasses ou de graines de céréales

(Figure 95) [204].
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Figure 95 : Production de butanol par fermentation de Clostridium acetobutylicum [205]

Une autre méthode pour I'obtention de biofuels tels que le bioéthanol ou le butanol est I'utilisation
de gaz de synthése ou syngas, constitués principalement de monoxyde de carbone et de dihydrogene,
et qui sont obtenus par gazéification de biomasse lignocellulosique. Ces syngas sont ensuite fermentés
a l'aide de différentes souches bactériennes telles que des Clostridium (Clostridium ljungdahlii,
Clostridium autoethanogenum ou Clostridium carboxidivorans) fournissant de I’éthanol et de I'acide

acétique par la voie de I'acétyl-Coenzyme A [206,207].

Equations impliquées dans |la fermentation du syngas [206]:

6 CO + 3 H,0 - C;HsOH +4 CO,
2 COz +6 Hz - CszOH +3 Hzo
4 CO + 2 H,0 - CH3COOH + 2 CO,

2 COz +4 Hy - CH3COOH + 2 H,0
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b. Utilisation du genre Bacillus en biotransformation

La souche appartenant au phylum des Firmicutes que nous avons sélectionnée est une souche de
Bacillus, ce genre bactérien est également I'un des plus étudié chez les Firmicutes. Comme décrit
précédemment, Bacillus megaterium est capable de transformer I’acide linoléique en un acide gras
trihydroxylé insaturé et I'EPA et le DHA en dérivés époxidés [187].

Une cellulase a également été identifiée au sein d’une souche de Bacillus subtilis DR impliquant ainsi
une capacité de dégradation de la cellulose [203]. Ces bactéries sont utilisées pour leur B-glucosidase
dans la production de produits a base de soja pour la déglycosylation des isoflavones (Figure 96) [208].

OH OH

H
B. subtilis
HO

Genistine Genisteine

Figure 96 : Déglycosylation des isoflavones du soja par Bacillus subtilis [208]

La souche la plus utilisée est probablement Bacillus megaterium qui a de nombreuses propriétés
industrielles. Elle produit diverses protéines qui sont utilisées en industries comme les -amylases ou
certaines enzymes de la famille des cytochromes P-450 monooxygénases, proche des cytochromes P-
450 des eucaryotes [209].

Enfin, quelques travaux ont été réalisés sur I'espece B. weihenstephanensis mettant en évidence une
kératinase capable de dégrader complétement une plume de poulet en fournissant ainsi des peptides
et acides aminés [210]. Elle posséde également une lactonase impliquée dans la dégradation des
molécules signales AHL (acyl homosérinelactone) (Figure 97) [211].

O O
R O IO) AHL lactonase R O IO/H\
—— AN
/W\/U\H ’ H oH
AHL Acyl homosérine

Figure 97 : Dégradation de I’AHL par la lactonase de B. weihenstephanensis
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Enfin, en association avec d’autres souches bactériennes, B. weihenstephanensis est capable de
biodégrader le diesel en I'utilisant comme unique source de carbone [212].

3. Biotransformation chez des Actinobactéries

a. Présentation générale

Les Actinobactéries ont déja été décrites dans la partie précédente. Dans le cadre des travaux de
biotransformation le genre Streptomyces est le plus étudié. Une souche de Streptomyces sp a montré,
entre autres, ses capacités de méthoxylation des isoflavones avec pour exemple de composé de départ
la génistéine (Figure 98) [213].

Genistéine

Streptomyces s
OH
g
L g

p MBT76
“~ 0

.
.

° ! HO
~ _0O
4v,7-dih¥droxy- . 4'-hydro?<y-5,7- 4-hydroxy-5,7,8- 4' 7-dihydroxy-5,8-
5-methoxy-isoflavone dimethoxy-isoflavone trimethoxy-isoflavone dimethoxy-isoflavone

Figure 98 : Biotransformation de la genistéine par Streptomyces sp MBT76

Ces bactéries sont également étudiées pour leur capacité a hydroxyler les amides donnant ainsi des
hydroxy amides et des amino alcools (Figure 99) [214].

Ac Ac
,{1 Streptomyces sp Ill
O -
OH
N-acétyltétrahydroquinoline N-acétyl- 4-hydroxy-

tétrahydroquinoline

Figure 99 : Hydroxylation de la N-acétyltétrahydroquinoline par Streptomyces sp.
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Streptomyces avermitilis, bien connue pour sa production de I'avermectine, a également été étudiée
pour ses capacités d’hydroxylation de divers composés (Figure 100) [215].
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Figure 100 : Hydroxylation de divers composés par S. avermitilis

D’autres genres d’Actinobactéries sont utilisés en biotransformation comme les Micromonospora ou
les Nocardia.

b. Biotransformation chez le genre Nocardia

Plusieurs études ont été réalisées sur des souches bactériennes appartenant au genre Nocardia. Etant
donné que les travaux présentés ici portent sur des composés lichéniques polyphénoliques, seules les
études sur des composés phénoliques sont répertoriées dans le tableau 34 ci-dessous.
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Tableau 34 : Biotransformation de composés phénoliques par des souches de Nocardia

H\\ (0] )
Aflatoxine B1

DSM 12676 et DSM
20151

Conversion Souche utilisée Référence
N. corallina [216]
OH
o6
(0]
(RS)-Warfarine (S)-Warfarine-(S)-alcool
O2N HO O2N OH Nocardia sp TW2 [217]
.~ T I
OH OH OH
p-nitrophénol hydroquinone 4-nitrocatéchol
Nocardia sp ATCC [218]
21145
4 & R:1:p-OH A°°
2:= -
Vératramine 3:= A+
4= Aﬂ-Z’ A45
Nocardia sp NRRL [219]
5646
11,20-dihydroxy-12-
méthoxyabiet-8,11,13-triéne.
\ OH CH,OH
Acide carnosique o CH,OH
Carnosol 11,12,16,17-tétrahydroxy-
7,10-(époxyméthano)abiet-8,-
11,13-trie ne-20-one
corynebacterioides
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3,5-Dichloro-4-hydroxybenzonitrile Acide 3,5-Dichloro-

4-hydroxybenzoique
Br Q

OH Br OH

—
> Br HO
N Br
3,5-Dibromo-4-hydroxybenzonitrile Acide 3,5-Dibromo-
4-hydroxybenzoique
O
OH OH

HO
pz |
N7 I

Acide 3,5-Diiodo-
4-hydroxybenzoique

3,5-Diiodo-4-hydroxybenzonitrile

GOOH N. otitidiscaviarum | [221]
COOH coo | TSH1
/ OO g OO L
goo
Phénanthréne-cis-  Acide 4-[1-hydroxy(2- Acide 1- hydroxy- Aﬁ;dle
3,4-dihydrodiol naphtyl)]-2-oxobut-3-énoique 2-naphtoique phtalique
Phénanthréne ™™g
OO o = L oo
~ OH
Phénanthréne-cis- Acide 2,2"-diphénique
9,10-dihydrodiol
OH N. otitidiscaviarum | [221]
OH COOH
TSH1
— — COOH
Anthracéne Anthracéne-cis-1,2-dihydrodiol Acide 3-(2-carboxyvinyl)
naphtalene 2-carboxylique
CCOOH COOH OH
~-COOH -
o OH
cis-cis-muconate Acide benzoique 2,3-dihydroxynaphtaléne
N. cyaricigeorgica [222]
COOH
COOH COOH xCOOH o
R Acide 2-phényl  Acide 3-phényl i -mé : _ohé
sec-octylbenzéne propionique butyrique giI::nEig;?hyl ﬁecgig'rg:eeny' Acétophénone
cl ) N. globerula NHB-2 | [223]
Cl
OH OH
2 HO
o Cl
N Cl
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4-sec-butylphénol 4-(2-hydroxy-1-méthyl
propyl)-phénol
\ (e} OH OH OH

h |
4-sec-butylidénecyclo 4-(1-méthyléne 4-(1-méthyl 4-(1-méthylallyl)-
hexa-2,5-diénone propyl)-phénol propenyl)-phénol phénol

/@ 0 N. globerula NHB-2 | [224]
N —
Z = OH
NG (E)k
NS
3-cyanopyridine N
Acide nicotinique
N. corallina B-276 [225]
N NH, OH
—> 0 o]
Ibuproféne nitrile Ibuproféne amide Ibuprofene
oH Ho. O N, [226]
cyriacigeorgica
—
/ OH OH
5-hydroxyméthyl- Acide 3-hydroxy-
2-isopropylphénol 4-isopropylbenzoique
\ HO
Thymol
Thymohydroquinone Thymobenzoquinone
o ' N. [227]
_> . . .
cyriacigeorgica
OH
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Acide p-anisique

aVs

OH
Acide p-hydroxybenzoique

o OH N. farcinica [228]
O IFM10152
O | OH
HO (¢}
3',4’,7-trihydroxyisoflavone
OH
o} O
HO O
HO O
6,7,4’-trihydroxyisoflavone
OH
: )
HO O
OH
/ 3',7,8-trihydroxyisoflavone
OH
OH
t_
\ o
HO | !
HO O
Daidzéine
4’,6-dihydroxy-3’-méthoxy-isoflavone
OH
8
Boe
HO (6]
4’ 7-dihydroxy-6-méthoxy-isoflavone
OH
: g
HO O
_0O
4’,7-dihydroxy-8-méthoxy-isoflavone
COOH N. corallina [229]
i “OCH3
COOH / OH \ COOH COOH
Acide vanillique ‘ A
o — COOH
OCHocH3 \ COOH / o COOH
3
Acide vératrique Acide protocatéchuique Acide p-carboxy-
CIs-cis-muconique
OH
COOH OCHj3
/Acide isovanillique
COOH
OCHj \

Ce tableau montre que les principales réactions de biotransformation retrouvées chez le genre
Nocardia sont les hydroxylations, les méthylations de groupements hydroxyles et diverses réactions
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d’oxydation (alcool en cétone, alcool en acide,...) ou de réduction (acide en alcool, doubles liaisons,
cétone en alcool..). On retrouve également la formation de cycles intramoléculaires et la
transformation de groupements cyano en acides carboxyliques.

D. Conclusion

Toutes ces informations montrent qu’au sein d’un microsystétme complexe de nombreuses
interactions existent entre les différents organismes. Ces interactions sont notamment médiées par le
biais de composés chimiques. Il est intéressant d’étudier un peu plus en détail la relation bactérie-
lichen dans la symbiose lichénique pour déterminer le type de régulation existant entre ces
organismes. Pour cela, nous avons choisi d’étudier I'effet des composés lichéniques dont la production
est attribuée au partenaire fongique de la symbiose, sur les bactéries associées en observant leur
biotransformation.
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Scene 2 : Etude de la communication entre
bactéries et lichens par le biais de la
biotransformation de composés lichéniques
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A. Intrigue et exposition de I"étude

Le lichen est un écosystéme complexe au sein duquel de nombreux micro-organismes sont retrouvés.
Les deux principaux partenaires symbiotiques (photobiote et mycobiote) sont les plus étudiés et la
nature de leur relation a été classée parmi les symbioses. Cependant le réle des autres micro-
organismes associés (principalement bactéries et levures) n’est pas bien défini. Comme décrit dans la
premiére partie de ce chapitre, les relations entre les organismes dans un écosystéme complexe sont
médiées par de nombreux composés chimiques.

Pour apporter certaines réponses quant au type de relation existant entre les lichens et le
bactériobiote associé nous avons choisi d’observer dans un premier temps I'effet d’un composé
lichénique, I'acide usnique, décrit comme ayant des propriétés antibiotiques, sur la croissance et le
métabolisme bactérien. Dans un deuxiéme temps nous avons observé la biotransformation de certains
composés lichéniques par des souches associées aux lichens. Peut-on envisager que ces bactéries
utilisent ces composés somme source carbonée ? De quelle maniere s’affranchissent-elles de la
toxicité des composés lichéniques ?

Les précédents travaux de Delphine Parrot sur I'isolement de souches bactériennes a partir de lichen
ont montré que les trois principaux phyla bactériens représentés au sein du thalle lichénique sont les
a-Protéobactéries, les Firmicutes et les Actinobactéries [6]. Dans le cadre des travaux de
biotransformation nous avons donc sélectionné une souche d’Actinobactérie, une souche de
Firmicutes et une souche d’a-Protéobactérie.
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B. Effet de I'acide usnique sur la croissance bactérienne et le métabolisme

1. Personnages mis en scéne

L’acide usnique, composé lichénique produit par le partenaire fongique, est présent dans de nombreux
lichens. Des études ont mis en évidence son activité antibiotique envers les bactéries Gram-positif [4].
Il est donc intéressant dans le contexte de la relation bactérie-lichen d’observer I'effet de ce composé
sur diverses souches. Pour cette étude nous avons sélectionné une souche Gram-négatif, la souche
MOLA 1416 dont le profil chimique a été étudié lors des travaux de thése de Delphine Parrot. Deux
souches Gram-positif ont également été choisies : la souche DP94 précédemment étudiée et MOLA
1488, préalablement étudiée par D. Parrot et qui a la particularité de produire de I'acide usnique.

a. Souche DP94

Cette souche a déja été décrite dans le chapitre 1, c’est une Actinobactérie Gram-positif isolée a partir
du lichen Collema auriforme. Elle appartient au genre Nocardia et posséde 100 % de similarité par
I"analyse de I’ARNr 16S avec les especes N. soli, N. cummidelens et N. salmonicida.

b. Souche MOLA 1416

La souche MOLA1416 a été isolée a partir du lichen Lichina pygmaea, récolté en bord de mer a la
pointe de la Houssay en Bretagne par Delphine Parrot et Sophie Tomasi. Le lichen a été rincé sur le
terrain a I'eau stérile, puis il a été lavé a plusieurs reprises par de I’'eau de mer stérile. Ce procédé
permet I'obtention d’une premiéere série de bactéries que I'on pourrait caractériser de bactéries
épilichéniques. Puis le lichen a été broyé et associé a de I'eau de mer stérile (homogénat) donnant
ainsi une nouvelle série de bactéries assimilées comme étant les bactéries endolichéniques. Ces
solutions ont ensuite été ensemencées sur deux milieux supplémentés en acide nalidixique et
amphotéricine B : MA (Marine Agar) et AlA (Actinomycetes Isolation Agar) en boite de Pétri et des
repiquages ont été effectués jusqu’a I'obtention de colonies pures. Ainsi, la souche MOLA1416 a été
obtenue a partir de I'homogénat (bactérie endolichénique). Elle a ensuite été séquencée et identifiée
en 2013 par analyse du géne de I’ARNr 16S par comparaison avec les souches référencées dans la base
de données EzTaxon server, comme étant Hoeflea phototrophica avec 91,9 % de similarité. Puis elle a
été de nouveau identifiée en 2017 par Laurent Intertaglia, responsable de la souchothéque de
I'observatoire océanologique de Banyuls-sur-mer, et la souche MOLA1416 a présenté 93,6 % d’identité
avec Chelativorans intermedius et Mycoplana ramosa.
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Lichina pygmaea MOLA1416

Figure 101 : Isolement de la souche MOLA1416 a partir du lichen Lichina pygmaea

C’est une bactérie Gram négatif et ses colonies sont petites, lisses et colorées en rouge. Le pigment
responsable de cette coloration a été isolé et identifié comme étant la de 6-méthoxy,2-méthyl,3-
heptylprodiginine (Figure 102). L'étude chimique de cette souche bactérienne a également permis
I'isolement de la cyclo (L-Leu-L-Pro) et une analyse du profil chimique par réseaux moléculaires a mis
en évidence 25 composés appartenant a diverses familles : des dicétopipérazines, des dérivés
polyphénoliques (isoflavones, isocoumarines), des glucocorticoides, un stérol, un alcaloide et un dérivé
d’acide aminé [230].

Cyclo (L-Leu-L-Pro) 6-méthoxy-2-méthyl-3-heptylprodiginine

Figure 102 : Composés isolés a partir de culture de la souche MOLA1416

c. Souche MOLA1488

La souche MOLA1488 a été isolée a partir du lichen Lichina confinis lors des travaux de these de
Delphine Parrot. Le lichen a été récolté au méme endroit que Lichina pygmaea et I'isolement des
souches bactériennes a été réalisé selon le méme protocole que pour la souche MOLA1416.
L'identification de la souche réalisée par analyse de I’ARNr 16S et comparaison au serveur EzTaxon a
donné 100 % de similarité avec I'espece Streptomyces cyaneofuscatus.

. A

Lichina confins

Figure 103 : Isolement de la souche MOLA1488 a partir du lichen Lichina confinis
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Cette bactérie est Gram-positif et ces colonies sont convexes, irrégulieres et de couleur orangée. Elle
produit un filament mycélien aérien blanc. L’étude du profil chimique de la culture de cette souche en
milieu liquide a mis en évidence la production d’acide usnique, ainsi que de cyaneodimycine, de
cyaneomycine, de (3-hydroxyacétyl)indole, de N-acétyl-f-oxotryptamine de N-méthyldactinomycine
et de deux dicétopipérazines : la cyclo-(L-Phe-L-Pro) et la cyclo- (L-Leu-L-Pro) (Figure 104) [231].
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Figure 104 : Composés isolés a partir de culture de la souche MOLA1488

2. Effets de I'acide usnique

a. Effets surla croissance bactérienne

Dans le cadre d’un stage de I'UE recherche, Mélanie Clément a réalisé ces travaux. L'étude a été
réalisée sur 30 mL de milieu de culture ensemencés par chacune des trois souches. L'acide usnique
dissous dans le DMSO y a été ajouté a une concentration de 0,1 mg/mL dés le début de la période
d’incubation. Des témoins de culture des bactéries seules et des bactéries en présence de DMSO ont
été ensemencés en méme temps pour observer un éventuel effet du DMSO sur la croissance ou le
métabolisme. Chaque échantillon a été réalisé en duplicata. La croissance bactérienne a été mesurée
guotidiennement jusqu’a 7 jours aprés le début de la phase stationnaire, par mesure de la densité
optique a 620 nm et par test au MTT mesurant la viabilité cellulaire. Pour I'analyse de I'effet de I’acide
usnique sur le métabolisme bactérien, les cultures ont été arrétées soit au début de la phase
stationnaire soit apres une semaine de phase stationnaire. Les échantillons ont alors été analysés par
HPLC/MS pour comparaison des profils chimiques (Figure 105).
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Figure 105 : Schéma récapitulatif de I’étude de I’effet de I'acide usnique sur les bactéries associées aux lichens

Dans le cas de la souche MOLA1416 on constate que I’ajout d’acide usnique (ou de DMSO) dans le
milieu de culture n’a pas d’incidence sur la croissance de cette bactérie. Un simple retard de croissance
peut étre détecté au début de la courbe. Dans le groupe des témoins bactéries seules ou bactéries +
DMSO, la phase de croissance exponentielle débute dés le deuxieme jour de culture alors qu’en
présence d’acide usnique elle ne débute qu’apreés le troisieme jour de culture (Figure 106).

Les souches DP94 et MOLA1488, quant a elles, sont fortement inhibées par I'acide usnique, aucune
croissance n’est observée (Figures 107 et 108).

Ces résultats sont confirmés par le pourcentage de viabilité mesuré a 'aide du test au MTT en
comparaison avec les témoins.

MOLALS1G | Pourcentage de viabilité de
A} I n 1F i3 14 17 i 19 g 14 a5 BJ

MOLAL416 en présence d'AlU

12 30 %
0 13 44 %
& 18 132 %
2 17 167 %
e 06 18 95 %
QO 19 99 %
J10 95 %
A i1 115 %
-12 14 130 %
—o— MOLALAIE  —s—MOLATAI6 + DMSD  —o— MOLALALE + DMSO + AU s 3%

Figure 106 : A) Comparaison des courbes de croissance des échantillons de MOLA1416 en fonction du temps, B) Pourcentage
de viabilité de la souche MOLA1416 en présence d’acide usnique (AU) mesuré par test au MTT
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Figure 107 : A) Comparaison des courbes de croissance des échantillons de DP94 en fonction du temps, B) Pourcentage de
viabilité de la souche DP94 en présence d’acide usnique (AU) mesuré par test au MTT
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Figure 108 : A) Comparaison des courbes de croissance des échantillons de DP94 en fonction du temps, B) Pourcentage de
viabilité de la souche DP94 en présence d’acide usnique (AU) mesuré par test au MTT

L’acide usnique est un composé connu pour ses propriétés antibiotiques contre les bactéries a Gram-
positif et anaérobies [232,233]. Les résultats obtenus lors de ces travaux correspondent avec ce qui a
été préalablement décrit pour l'acide usnique. Il n’a pas d’activité antibiotique sur la souche
MOLA1416 qui est une bactérie Gram-négatif et il inhibe la croissance des souches MOLA1488 et DP94
qui sont des bactéries Gram-positif.

Il est a noter que la souche productrice d’acide usnique, MOLA1488, est elle-méme inhibée par ce
composé. On peut supposer qu’elle produit ce métabolite en faible quantité dans un but
d’autorégulation de sa prolifération.
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b.

Effet de I'acide usnique sur le métabolisme bactérien

b-1. Résultats pour la souche MOLA1416

Lorsque les cultures ont atteint le début de la phase stationnaire, un premier lot a été arrété, le
deuxieme lot étant arrété apres 7 jours de phase stationnaire (Figure 109). Aprés extraction a I'acétate
d’éthyle, les extraits ont été analysés par HPLC/MS pour observer 'effet de I"acide usnique sur la
production bactérienne.

Phase stationnaire de

crossance

Arrét du lot n*1
Phase de croissance
exponentielle

Aredt du lot N*2

Phase de latence

Figure 109 : Courbe de croissance bactérienne

Phase de décrossance

La comparaison des chromatogrammes HPLC des extraits issus de la culture de la souche MOLA1416
en présence d’acide usnique avec ceux des témoins (Figure 110) montrent dans le premier lot une
différence de production bactérienne en présence de DMSO. Dans le deuxieme lot, on constate que la
production des échantillons témoins a évolué avec le temps, le chromatogramme obtenu est
maintenant comparable a celui des échantillons en présence de DMSO. La présence de DMSO accélere
le métabolisme bactérien. Nous observons également que I'acide usnique induit la production de

nouveaux composés apparaissant dans la zone des temps de rétention autour de 33 min.
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Figure 110 : Comparaison des profils chimiques de MOLA1416, A) au début de la phase stationnaire, B) a la fin de la phase
stationnaire. HPLC/UV-DAD sur colonne Prevail® C13 5 um, gradient d’élution H,O/ACN : 100% H,0 de 0 a 5 min, de 0% a 100%
d’ACN entre 5 et 35 min, 100% d’ACN de 35 a 45 min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 & 60 min.
Détection par UV-DAD (détecteur ultra-violet a barrette de diode) ici montrée a 220 nm

L'analyse par spectrométrie de masse en mode positif du composé éluant a 32,2 min sur le
chromatogramme montre un ion majoritaire avec une masse de m/z 388. Son spectre UV présente
une longueur d’onde maximale d’absorption a Amax = 289 nm proche de celle de I'acide usnique (281
nm) laissant supposer que nous sommes en présence d’un dérivé de I'acide usnique. Ce composé sera
décrit dans la partie suivante. L’acide usnique est toujours présent sur les chromatogrammes apres
une semaine de phase stationnaire, il n’est donc pas totalement métabolisé par la souche MOLA1416.

b-2. Résultats pour la souche DP94

L’analyse des chromatogrammes obtenus avec les extraits de DP94 ne montrent aucune influence de
I'acide usnique sur la production bactérienne. L'acide usnique n’apparait pas sur ces
chromatogrammes, il a complétement précipité dans le milieu de culture et il est resté avec le culot
bactérien lors de la centrifugation des échantillons (Figure 111).

A) B)

, DP94

{ DP94 +
DMSO

DP94 + DMSO

Figure 111 : Comparaison des profils chimiques de DP94, A) au début de la phase stationnaire, B) a la fin de la phase
stationnaire. HPLC/UV-DAD sur colonne Prevail® C1g5 um, gradient d’élution H,O/ACN : 100% H,O de 0 a 5 min, de 0% a 100%
d’ACN entre 5 et 35 min, 100% d’ACN de 35 a 45 min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H ;0 de 50 a 60 min.
Détection par UV-DAD (détecteur ultra-violet a barrette de diode) ici montrée a 220 nm
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b-3. Résultats pour la souche MOLA1488

L'analyse des chromatogrammes obtenus avec la souche MOLA1488 fournit de nombreuses
informations. Tout d’abord, I'acide usnique est toujours présent au début et a la fin de la phase
stationnaire de croissance de cette souche. Ensuite nous observons que I'ajout de DMSO dans le milieu
provoque l'apparition d’'un composé avec un temps de rétention de 22,8 min. Dés le début de la phase
stationnaire, la présence d’acide usnique induit I'apparition de nouveaux composés avec notamment
des composés tres polaires éluant en tout début de gradient a 13,3 et 13,5 min. Deux autres composés
nouveaux sont détectés en fin de gradient a 26,4 min et 31,6 min (Figure 112).

| Acide
| It ushique
. bl s R
i e — MOLA1488
500000+ i
| MOLA1488
250000+ + DMSO
. Composés avec
7 production stimulée
7 [ |L Iu A | ||I|"
ot YA AN A A T A T L O P | MOLA1488 +
B T e : DMSO + AU
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Figure 112 : Comparaison des profils chimiques de MOLA1488, au début de la phase stationnaire. HPLC/UV-DAD sur colonne
Prevail® C1g5 um, gradient d’élution H,O/ACN : 100% H,0 de 0 a 5 min, de 0% a 100% d’ACN entre 5 et 35 min, 100% d’ACN
de 35 a 45 min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 a 60 min. Détection par UV-DAD (détecteur ultra-
violet a barrette de diode) ici montrée a 220 nm

L’analyse en spectrométrie de masse en mode positif des composés en début de gradient montrent
un pic pseudomoléculaire avec un m/z de 268 (Figure 113). Le spectre UV présente une longueur
d’onde maximale d’absorption a 255 nm. Sil’on considéere que ce composé est un métabolite de I'acide
usnique, alors le déplacement hypsochrome sur le spectre UV et la perte de masse importante par
rapport a I'acide usnique (- 77) témoignent d’un clivage de la molécule au niveau du chromophore.

Cependant ce composé est retrouvé dans tous les chromatogrammes obtenus avec la souche DP94
(avec ou sans acide usnique) ce qui ne corrobore pas la théorie du métabolite de I’acide usnique. Cela
peut étre un composé dont la production est induite par I’acide usnique, ou un composé libéré lors de
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la cytolyse des bactéries inhibées par ce composé. En effet, rappelons-le, la croissance de cette souche
est totalement inhibée par I'acide usnique.
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Figure 113 : Spectre de masse en mode positif du pic de Tr=13,3 min de MOLA 1488 en présence d’acide usnique

Les deux autres composés éluant a 26,4 et 31,6 min donnent respectivement en spectrométrie de
masse des ions a m/z 333 et m/z 359 en mode négatif. Ces composés dérivent potentiellement de
I’acide usnique mais aucune hypothése valable de structure n’a pu étre proposée.

D’autres composés initialement produits par la souche MOLA1488 voient leur production inhibée en
présence d’acide usnique. C'est notamment le cas pour le composé majoritaire éluant a 20,8 min, qui
a été identifié lors des travaux de thése de Delphine Parrot comme étant la cyclo (L-Leu-L-Pro), sa
production est totalement inhibée par I’acide usnique. Nous avons précédemment démontré que la
croissance de cette souche était inhibée par I'acide usnique et il est établit que les dicétopipérazines
servent de molécule signal entre les bactéries dans le cadre du quorum sensing. Etant donné que la
densité bactérienne est faible il n’est pas étonnant que ces molécules ne soient presque plus excrétées.
On peut également émettre I’hypothése que, la souche étant en danger a cause d’un composé toxique,
elle réalise une économie de ses ressources en limitant les fonctions non vitales.

A la fin de la phase stationnaire on retrouve un profil chimique similaire (Figure 114). Les composés
élués au début du gradient sont toujours produits en présence d’acide usnique et on constate laméme
inhibition des composés entourés en bleu. Cependant les signaux précédemment détectés a 26,4 et
31,6 min ne sont plus présents sur le chromatogramme. L’acide usnique est, quant a lui, toujours
présent sur le chromatogramme, témoignant du fait qu’il n’est pas totalement métabolisé par la
souche MOLA1488.
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Figure 114 : Comparaison des profils chimiques de MOLA1488, ¢ la fin de la phase stationnaire. HPLC/UV-DAD sur colonne
Prevail® C1g 5 um, gradient d’élution H,O/ACN : 100% H,0 de 0 & 5 min, de 0% a 100% d’ACN entre 5 et 35 min, 100% d’ACN
de 35 a 45 min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 a 60 min. Détection par UV-DAD (détecteur ultra-
violet a barrette de diode) ici montrée a 220 nm

Ces travaux ont confirmé I'activité antibiotique de I'acide usnique sur les souches Gram-positif. On
constate également I'apparition de potentiels métabolites de I'acide usnique dans les extraits de la
souche Gram-négatif MOLA1416 dont la croissance n’est pas inhibée. Enfin la souche MOLA1488, elle-
méme productrice d’acide usnique est totalement inhibée par ce composé et son métabolisme en est
fortement modifié, laissant supposer qu’elle utilise ce composé pour auto-réguler sa propre
prolifération.

La capacité des métabolites lichéniques a controler la communauté bactérienne associée aux lichens
ainsi que la capacité a utiliser ces composés par cette population bactérienne a pu étre révélée dans
cette étude et démontre les interactions possibles qui existent entre les différents partenaires de cette
symbiose lichénique.
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C. Lessouches bactériennes associées aux lichens utilisent-elles les composés
lichéniques a leurs fins ?

1. Personnages mis en scéne

La seconde étape de cette étude a été d’étudier la biotransformation de composés lichéniques par des
bactéries associées aux lichens. Pour cela nous avons choisi d’observer les trois phyla bactériens les
plus représentés au sein du thalle lichénique, soit les a-Protéobactéries, les Firmicutes et les
Actinobactéries. Cette étude correspond a des travaux réalisés par un stagiaire de master 2, Alexandre
Garnier.

a. o-Protéobactérie : MOLA1416

La bactérie sélectionnée dans le phylum des o-Protéobactéries est la souche MOLA1416,
précédemment décrite lors de I’étude de I'effet de I’acide usnique. Elle a été cultivée dans le milieu
MAI (Marine Agar supplémenté en iodure de sodium) a 25 °C a une vitesse d’agitation de 110 rpm.

b. Firmicutes : Bacillus weihenstephanensis

Pour représenter le phylum des Firmicutes, la souche sélectionnée est Bacillus weihenstephanensis.
Elle a été isolée a partir du lichen Peltigera hymenina, aprés séquencage de I’ARNr 16S et comparaison
aux données du serveur EzTaxon, elle a montré 100 % d’identité avec l'espéce Bacillus
weihenstephanensis.

Bacillus

Peltigera hymenina ) )
weihenstephanensis

Figure 115 : Isolement de Bacillus weihenstephanensis a partir du lichen Peltigera hymenina

Cette bactérie a Gram-positif appartient au groupe des bactéries psychrotolérante de B. cereus. Elle
est anaérobie facultative, peut se développer a des basses températures entre 4 et 7 °C mais pas a des
températures trop élevées (43 °C) [234]. Les colonies sont de couleur creme et ont un aspect lisse. Les
bactéries sont de grands batonnets ciliés et leur température optimale de croissance est entre 30 et
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35 °C. Elle a été mise en culture dans le milieu ISP2 (International Streptomyces Project 2) a 25°C a une
vitesse d’agitation de 110 rpm.

c. Actinobactérie : DP94

L’Actinobactérie sélectionnée pour cette étude est la méme que précédemment décrit, a savoir la
souche DP94, identifiée comme une Nocardia sp. Elle a été mise en culture dans le milieu TY (tryptone
yeast) a une température de 25°C a une vitesse d’agitation de 110 rpm.

2. Essais de stabilité et sélection des composés candidats a la biotransformation

Les essais de biotransformation sont réalisés dans le tampon phosphate a pH 7, a 25 °C a une vitesse
d’agitation de 110 rpm, sur une période de 9 jours. Dans un premier temps nous avons procédé a des
essais de stabilité des composés lichéniques dans ces conditions pour pouvoir réaliser I'étude.

a. Composés lichéniques

Les composés lichéniques sont principalement des composés polyphénoliques, les squelettes les plus
retrouvés sont des dibenzofuranes, des despsides et depsidones et des composés monoaromatiques
[235].

Nous avons choisi un composé représentant de chaque famille structurale pour réaliser les essais de
biotransformation. Ainsi, I'acide usnique (dibenzofurane), I'atranorine (depside), les acides stictique et
variolarique (depsidones) et le méthyl-f-orcinolcarboxylate ou MOC (composé monoaromatique) ont
été sélectionnés notamment par le fait que ce sont des composés trés courant chez les lichens (Figure
116).
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Figure 116 : Squelettes des composés lichéniques les plus retrouvés et structures des composés sélectionnés

Les composés ont été dissous dans le DMSO et ajoutés dans du tampon phosphate a pH 7 a trois
concentrations différentes : 0,01 mg/mL, 0,1 mg/mL et 1 mg/mL puis les échantillons sont incubés
(25°C, 110 rpm). lIs sont extraits par de I'acétate d’éthyle a JO, J1, J3, J6 et J9, JO étant le jour de la
préparation des échantillons, puis sont analysés en HPLC/MS.

Le témoin (+)-acide usnique est bien pur et on ne constate aucune dégradation de ce composé entre
JO et J9 ce qui confirme notre choix pour ce composé dans notre étude (Figure 117).

Le témoin acide stictique présente de nombreuses impuretés qui sont retrouvées lors de I'essai de
stabilité. La concentration des impuretés n’est pas modifiée par I'incubation du produit dans le tampon
phosphate, et on ne constate pas non plus d’apparition d’éventuels produits de dégradation.
Cependant, I'acide stictique n’a pas été retenu pour nos essais de biotransformation en I’état du fait
de la présence trop importante d’impuretés (Figure 117).

Le témoin de I'acide variolarique est pur mais des I'ajout du composé dans le tampon phosphate a JO
on constate |'apparition d’un produit de dégradation a 23,4 min sur les chromatogrammes. La
concentration de ce produit augmente entre JO et J9 et d’autres produits apparaissent aux temps de
rétention de 21,4 min et 21,8 min. Ces données témoignent de la dégradation de I'acide variolarique
dans nos conditions opératoires. Il n’a donc pas été utilisé pour I'étude de biotransformation (Figure
117).

Le témoin MOC est également pur et on constate I'apparition de deux pics aux temps de rétention de
23,1 et 23,7 min lorsqu’il est dans le tampon phosphate des JO. Cependant, la concentration de ces
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composés n’évolue pas a J9 et elle reste tres faible. Nous avons donc choisi de réaliser I'étude de
biotransformation sur le MOC également (Figure 117).
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Figure 117 : Chromatogrammes des essais de stabilité de I'acide usnique, de I'acide stictique, de I’acide variolarique et du
MOC dans les conditions opératoires a JO et J9 en comparaison avec des témoins. HPLC/UV-DAD sur colonne Prevail® Ci3 5
um, gradient d’élution H,O/ACN : 100% H,0 de 0 a 5 min, de 0% & 100% d’ACN entre 5 et 35 min, 100% d’ACN de 35 a 45 min,
de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 a 60 min. Détection par UV-DAD (détecteur ultra-violet a barrette
de diode) ici montrée a 272 nm

Les composés lichéniques sélectionnés pour I’étude de biotransformation par des bactéries associées
aux lichens sont au final I'acide usnique et le MOC.

b. Composés synthétiques

Des travaux de synthése d’alcaloides naturels ont été réalisés, ils sont décrits dans la partie 3 de ce
manuscrit. L'étude de la biotransformation de certains composés synthétiques, notamment des
intermédiaires de la synthése des alcaloides, a été envisagée pour complémenter I’étude sur le bagage
enzymatique de nos souches bactériennes. Il est intéressant d’observer la capacité bactérienne a
augmenter la diversité chimique. Pour cela nous avons sélectionné deux intermédiaires de synthése
gue nous avions en quantité suffisante. L'un d’entre eux est un dérivé cyano, précurseur de la
bgugaine, sa métabolisation pourrait mettre en évidence des nitrilases. Le second est un dérivé
polyphénolique de type stilbene, précurseur de la tylophorine (Figure 118).
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Figure 118 : Composés synthétiques envisagés pour I’étude de biotransformation

De la méme maniéere que pour les composés lichéniques, ces composés synthétiques ont été dissous
dans le DMSO et dilués a 0,01 mg/mL, 0,1 mg/mL et 1 mg/mL. Les échantillons ont ensuite été incubés
(25°C, 110 rpm) et ils ont été analysés a JO, J1, J3, J6 et J9 par HPLC/MS.

Le précurseur cyano de la bgugaine, initialement pur montre de nombreux composés de dégradation
des JO dans le tampon phosphate. Le nombre de composé augmente avec le temps et le précurseur de
départ est rapidement consommé. De ce fait, il n’a pas été utilisé pour I’étude de biotransformation.

Le précurseur de la tylophorine également pur au départ, se dégrade des le premier jour en un produit
de dégradation avec un temps de rétention de 30,2 min. Le composé n’a donc pas non plus été retenu
pour la suite des travaux (Figure 119).
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Figure 119 : Chromatogrammes des essais de stabilité du précurseur de la tylophorine dans les conditions opératoires a JO et
J9 en comparaison avec le témoin. HPLC/UV-DAD sur colonne Prevail® C13 5 um, gradient d’élution H,O/ACN : 100% H,0 de 0
a 5 min, de 0% a 100% d’ACN entre 5 et 35 min, 100% d’ACN de 35 a 45 min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100%
d’H,0 de 50 a 60 min. Détection par UV-DAD (détecteur ultra-violet a barrette de diode) ici montrée a 272 nm

3. Résultats des essais de biotransformation

Pour cette étude nous avons utilisé un protocole proche de celui de I'’équipe du Dr D. Buisson [236].

Les composés lichéniques ont été solubilisés dans le DMSO puis dilués dans le tampon phosphate a pH
7 a trois différentes concentrations: 0,01 mg/mL, 0,1 mg/mL et 0,5 mg/mL. Les trois souches
bactériennes sélectionnées ont été ensemencées dans leur milieu de culture puis elles ont été
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incubées pendant environ 7 jours, jusqu’a ce que la phase stationnaire de croissance ait été atteinte.
A ce moment le milieu de culture est remplacé par une solution de tampon phosphate contenant un
composé lichénique. Les échantillons ont ensuite été analysés a J0, J2, J4, 7 et 19, JO correspondant au
premier jour d’incubation dans le tampon phosphate. Aprés extraction a I'acétate d’éthyle, les extraits
sont analysés par HPLC/MS (Figure 120).

Phasze
stationnaire

Culture bactérienne en milieu liquide classique,
30 mL, 25°C, 110 rpm

Remplacement du milieu de culture par une solution de
composé lichénigue dans le tampon phosphate pH 7, 25°C

-

o e r

‘ ! | ‘

Echantillons en duplicata : J1 12 14 17 19

Suivi de |a croissance bactérienne par mesure de la
densité optique (620 nm)

Figure 120 : Schéma récapitulatif de I’essai de biotransformation

a. Biotransformation de 'acide (+)-usnique

Acide ™
usnigue

Figure 121 : Biotransformation de I’acide usnique

a-1. MOLA1416

A une concentration d’acide usnique de 0,01 mg/mL, un seul composé apparait sur les
chromatogrammes, le composé H. Ce dernier est plus important en proportion a J9 qu’aJl, il est donc
produit tout au long de I'étude de biotransformation (Tableau 35).

A la concentration de 0,1 mg/mL, nous observons plusieurs pics de forte intensité sur les
chromatogrammes, mais un seul augmente en proportion entre J1 et J9, il s’agit du méme composé H
(avec un Amax a 290 nm) (Tableau 35).
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Enfin, en présence d’acide usnique a 0,5 mg/mL, nous notons la présence de deux composés plus
intenses a J9 qu’a J1. Il s’agit des composés E de Amax a 280, 360 et plus intense a 530 nm et H
précédemment décrit. Il est a noter que H apparait a toutes les concentrations (Figure 122 et tableau
35).

uv

100000 v -
Temoin
J1 Acide
750004— J9 usnique
500004
E H
25000+

200

Figure 122 : Chromatogramme obtenu en HPLC de la biotransformation de I'acide usnique ¢ 0,5 mg/mL a J1 (bleu), J9 (noir)
d’incubation dans le tampon phosphate par la souche MOLA1416 et comparé au J9 Blanc (rouge). HPLC/UV-DAD sur colonne
Prevail® C1g 5 um, gradient d’élution H,O/ACN : 100% H,0 de 0 & 5 min, de 0% a 100% d’ACN entre 5 et 35 min, 100% d’ACN
de 35 a 45 min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 a 60 min. Détection par UV-DAD (détecteur ultra-
violet a barrette de diode) ici montrée a 272 nm

Le spectre de masse en mode négatif de I'acide usnique présente des pics de m/z = 343 ([M-H]), m/z
= 709 ([2M+Na-2H]) et m/z = 328 soit 343-15 (perte de CHs). Le spectre de masse du composé E
présente un pic majoritaire de m/z = 361. Le composé H présente un ion de m/z = 386, c’est le méme
composé qui a été détecté lors de I'étude de I'effet de I'acide usnique sur la croissance bactérienne.
L’analyse en spectrométrie de masse haute résolution des échantillons donne une masse de 386,1262
pour I'ion [M-H]" du composé H, correspondant a une formule brute de C,0H2007N soit I'ajout de C;HsN
par rapport a I'acide usnique (CisH1607). Cette formule correspond a I'addition d’un groupement
éthanolamine sur 'acide usnique. Ce phénomeéne a préalablement été décrit par I'équipe de Didier
Buisson sur un sesquiterpéne marin, l'ilimaquinone [237].

Acide (+)-usnique
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Tableau 35 : Données chromatographiques des composés détectés apres analyse des cultures de MOLA1416 en présence
d’acide usnique, ND : non détecté

Composé Temps de Amax (nm) 0,01 mg/mL 0,1 mg/mL 0,5 mg/mL
rétention (min)
Augmentation
E 30,2 280, 360, 530 ND ND entre J1 et J9
Augmentation Augmentation Augmentation
H 324 280 entreJlet)9 entreJlet)9 entreJlet)9
a-2. DP94

En présence d’acide usnique a 0,01 mg/mL, nous observons dés J1, deux composés présents en forte
proportion : le composé | avec un Amax a 347 nm et le composé J (Amax = 291 nm). A J9 cependant,
ces pics diminuent en intensité et deux composés sont détectés en faible proportions, le composé E,
précédemment observé avec MOLA1416 et le composé C (Tableau 36).

En présence d’acide usnique a 0,1 mg/mL, deux composés B et C sont plus intenses a J9 qu’a J1.
D’autres composés sont présents sans qu’ils n'augmentent en intensité apres le J1, c’est notamment
le cas du composé | (Tableau 36).

A la concentration de 0,5 mg/mL, deux composés ont augmenté en intensité entre J1 et J9 : le composé
A de Amax= 273 nm et le composé G de Amax = 292 nm. Le composé B retrouvé de maniére intense a
la concentration de 0,1 mg/mL est présent en trés faible proportion (tableau 36). On constate
également que la proportion des composés B, C, E et | diminue au cours du temps témoignant de leur
consommation (Figure 123, tableau 36).

uv
750004 — Temoin Acide
11 usnique
— 19 y ||
I

50000
25000

0 1 I 1 I 1 I 1

200 225 250 275 30.0 325 35,0 375 40,0

min

Figure 123 : Chromatogramme obtenu en HPLC de la biotransformation de I'acide usnique a 0,5 mg/mL a J1 (bleu), J9 (noir)
d’incubation dans le tampon phosphate par la souche DP94 et comparé au J9 Blanc (rouge). HPLC/UV-DAD sur colonne
Prevail® C1g 5 um, gradient d’élution H,O/ACN : 100% H,0 de 0 a 5 min, de 0% a 100% d’ACN entre 5 et 35 min, 100% d’ACN
de 35 a 45 min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 a 60 min. Détection par UV-DAD (détecteur ultra-
violet a barrette de diode) ici montrée a 272 nm
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Concernant les données de masse, le composé | n’est pas ionisé dans les conditions utilisées et les
spectres de masse du composé B et C présentent des ions respectivement a m/z = 343 et m/z = 333.

Tableau 36 : Données chromatographiques des composés détectés aprés analyse des cultures de DP94 en présence d’acide
usnique, ND : Non détecté

Temps de
rétention (min)

Amax (nm) 0,01 mg/mL 0,1 mg/mL 0,5 mg/mL

Composé

Augmentation

A 22s 2 AL Al entre J1et )9
B 23,7 284 ND i

Augmentation Diminution a J9
C 26,6 292 Présent J9 entrelJletJ9
E 30,5 Présent J9 Présent Présent J9

Augmentation
G 32,1 ND ND entreJletJ9
| 34,2 288 et 372 R Présent Présent
Diminution a J9 " "

J 36,4 304 Présent J9 Présent J9

a-3. B. weihenstephanensis

Sur le chromatogramme obtenu en HPLC de I'échantillon de B. weihenstephanensis mis en culture en
présence d’acide usnique a 0,01 mg/mL, nous observons dés J1 |a présence de certains composés dont
la proportion augmente fortement a J9. C’'est le cas notamment du composé H (Amax = 294 nm). Les
autres composés sont présents en faible quantité dés J1 et les composés C et D n’apparaissent qu’a J9
(Figure 124, tableau 37).

A la concentration de 0,1 mg/mL, trois composés se démarquent de par leur intensité : le composé E,
le composé F qui absorbe a 280 nm et qui est tres intense et enfin le composé | de Amax a 350 nm. A
J9 cependant, le composé E a largement diminué en intensité et a ce temps de rétention apparaissent
désormais 3 composés d’intensité similaire. Le composé | a lui augmenté a J9. On ne retrouve plus a
cette concentration le composé H que I'on retrouvait de maniére intense a la concentration de 0,01
mg/mL (Tableau 37).

Enfin a 0,5 mg/mL d’acide usnique, nous observons principalement deux composés présents en
proportion plus importante aJ9 qu’aJ1 et correspondant a C et E précédemment décrits (Tableau 37).
Les composés F et | sont présents en faible proportion.
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Figure 124 : Chromatogramme obtenu en HPLC de la biotransformation de I'acide usnique a 0,01 mg/mL a J1 (bleu), J9 (noir)
d’incubation dans le tampon phosphate par la souche B. weihenstephanensis et comparé au J9 Blanc (rouge). HPLC/UV-DAD
sur colonne Prevail® C13 5 um, gradient d’élution H,O/ACN : 100% H,0 de 0 a 5 min, de 0% & 100% d’ACN entre 5 et 35 min,
100% d’ACN de 35 a 45 min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 a 60 min. Détection par UV-DAD
(détecteur ultra-violet a barrette de diode) ici montrée a 272 nm

Les composés C et D ne sont pas ionisés et le composé H présente un ion de m/z = 386 et un deuxiéme
de m/z = 371 soit 386-15 correspondant a une perte de CHs.

Tableau 37 : Données chromatographiques des composés détectés apres analyse des cultures de B. weihenstephanensis en
présence d’acide usnique, ND : Non détecté

Temps de

Composé T ] Amax (nm) 0,01 mg/mL 0,1 mg/mL 0,5 mg/mL
Augmentation
¢ 26,6 288 et372 Apparition a J9 ND entre J1 et J9
D 28,4 304 ND ND
E 30,2 Augmentation Diminution entre Augmentation
entre J1 et )9 11 et J9 entre J1etJ9
F 30,6 280 Présent Présent
Présent des J1
H 32,5 294 augmentation au ND ND
cours du temps
, Augmentation , .
| 34,1 350 Présent entre J1 et J9 Présenta J1

Les différents ions détectés lors de I'étude de biotransformation sont rassemblés dans le tableau 38
qui suit. Lorsqu’un composé est détecté un signe (+) est indiqué dans le cas contraire c’est un signe (-)

et la fleche indique une augmentation de la concentration du composé entre J1 et J9.
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Tableau 38 : Récapitulatif des composés détectés lors de I’essai de biotransformation de I'acide usnique

Composés

T MOLA1416
de
rétention
(min)

B:23,7 - - - - +1 + - - -
C:26,6 - - - + + + + - +1
D:28,4 - - - - - - + - -
E: 30,2 - - + + + + +1 + +P
F:30,6 - - - - - - + + +
G:32,1 - - - - - + - - -
H:324 + + +1 - - - +P - -
1:34,2 - - - + + + + +P +
J:36,4 - - - + + + - - -

Ce tableau montre que I'acide usnique n’est pas métabolisé de la méme maniere suivant la souche
bactérienne étudiée. Par exemple, nous constatons que la souche MOLA1416 a un potentiel de
biotransformation plus faible que les deux autres souches. Certains composés sont communs aux trois
souches bactériennes témoignant la présence d’enzymes communes aux trois bactéries. Le composé
E est par exemple retrouvé dans nos trois souches.

Tableau 39 : Analyse par spectrométrie de masse en mode négatif des principaux composés détectés

Composé Composés et temps lons observés (m/z) en
bioconverti de rétention (min) spectrométrie de masse (ESI -)
709 [2M+Na-2H]
Acide usnique : 36,5 343 [M-H]
328 soit [M-H] - CH3
427
Acide usnique B:23,7 343
249
Acide usnique C:26,6 333
Acide usnique E: 30,2 361
386 [M-H]
Acide usnique H:32,4 371 soit [M-H] - CH3
386 = 343 (UA) + 43
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b. Biotransformation du MOC
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Figure 125 : Biotransformation du MOC

b-1. MOLA1416

En présence de MOC a 0,01 mg/mL, quatre composés se démarquent dont un de forte intensité, le
composé G’ qui absorbe a 265 et 408 nm. On détecte également les composés D’, F’ et J avec des
Amax respectives de 269 nm, 315nm et 524 nm. La production des composés F’ et G’ augmente entre
J1 et )9 alors que le composé D’ disparait des chromatogrammes. A J9, deux composés de Amax = 306
nm (A’ et B’) apparaissent (Figure 126, tableau 40).

A la concentration de 0,1 mg/mL, nous notons également la présence de quatre composés en forte
proportion : les composés C’, D’ (Amax =315 nm), F’ et G’ (Amax= 269 et 410 nm). Parmi ces composés,
seuls les composés F’ et G’ voient leur intensité augmenter entre le J1 et le J9 (Tableau 40).

Enfin, en présence de MOC a 0,5 mg/mL, on observe la présence des mémes quatre composés qu’a
0,1 mg/mL(C’, D’, F’ et G’). De la méme maniére seuls les composés F’ et G’ augmentent entre J1 et J9
(Tableau 40).
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Figure 126 : Chromatogramme obtenu en HPLC de la biotransformation du MOC & 0,01 mg/mL & J1 (bleu), J9 (noir)
d’incubation dans le tampon phosphate par la souche MOLA1416 et comparé au J9 Blanc (rouge). HPLC/UV-DAD sur colonne
Prevail® C1g 5 um, gradient d’élution H,O/ACN : 100% H,0 de 0 ¢ 5 min, de 0% a 100% d’ACN entre 5 et 35 min, 100% d’ACN
de 35 a 45 min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 a 60 min. Détection par UV-DAD (détecteur ultra-
violet a barrette de diode) ici montrée a 272 nm

En spectrométrie de masse, le MOC présente un ion a m/z = 163. Les composés A’, B’, C’ et D’ ne sont
pas ionisés. Le composé F’ présente plusieurs ions a m/z = 181 ([F’-H]’), m/z = 385 ([2F'+Na-2H]) et
m/z = 137. Le composé G’ présente deux pics a m/z = 209 et m/z = 181 soit 209 - 28 pouvant
représenter une perte d’'un groupement CO. Le spectre de masse du composé J' présente un ion
pseudomoléculaire de m/z = 179 et un autre ion de m/z = 151.

Tableau 40 : Données chromatographiques des composés détectés apres analyse des cultures de MOLA1416 en présence de
MOC, ND : non détecté

Composé Temps de rétention Amax (nm) 0,01 mg/mL 0,1 mg/mL 0,5 mg/mL
(min)
A 18,9 306 Apparition a J9 ND ND
B’ 19,1 306 ND ND
(og 20,9 ND Diminution entre J1 Présent a J1
etJ9
D’ 21,6 315 PrésentaJl Présent J1 aJ9
F 23,2 269, 410 Augmentation entre J1 et J9
G’ 23,9 265, 408 Augmentation entre J1 et J9
) 25,4 369, 524 Augmentation ND ND
entre J1etJ9

188




ACTEIl = Scene 2

b-2. DP94

En présence de MOC a 0,01 mg/mL, nous observons de nombreux composés de faible intensité a J1 et
de divers profils UV, ce sont les composés A’ a G’. Certains restent présents en faible proportion (A’,
B’, C’, E’ et G’) alors que d’autres disparaissent a J9 (D’ et F’) (Tableau 41).

A la concentration de 0,1 mg/mL, il y a encore plus de composés présents sur les chromatogrammes
(11). Certains sont présents en faible quantité tout le long de I’étude (C’, D’ et E’) tandis que d’autres
voient leur production augmentée entre J1 et J9 (A’, B’, F et G’). Enfin, quatre composés ne sont
détectés qu’a J9 (H’, I, K’ et M’) (Figure 127, tableau 41). Les Amax des deux composés les plus
représentés ont été déterminées : le F’ a 267 et 300 nm et le G’ a 268 et 409 nm.

En présence de MOC a 0,5 mg/mL, nous retrouvons les mémes composés que ceux détectés a 0,01
mg/mL. La production des composés A’, B’, F’ et G’ est augmentée au fur et a mesure du temps alors
que les autres restent faiblement détectés (Tableau 41).

uv
50000
— Témoin
MOC
40000 11 F’ G’
J9 >
30000~ ’ o I
A B
’
[ i
20000
< ’ E’ ’
C DI H' | K, J
10000~ , 4 Yoo
v # W
' . Mﬁ_"h\/ﬂ
0 ! 1 I 1 1 1 ]
15.0 175 20.0 225 250 275 30,0 325 350
min

Figure 127 : Chromatogramme obtenu en HPLC de la biotransformation du MOC ¢ 0,1 mg/mL a J1 (bleu), J9 (noir) d’incubation
dans le tampon phosphate par la souche DP94 et comparé au J9 Blanc (rouge). HPLC/UV-DAD sur colonne Prevail® C1g 5 um,
gradient d’élution H,O/ACN : 100% H,0 de 0 a 5 min, de 0% a 100% d’ACN entre 5 et 35 min, 100% d’ACN de 35 a 45 min, de
100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,O de 50 a 60 min. Détection par UV-DAD (détecteur ultra-violet a barrette de
diode) ici montrée a 272 nm

En spectrométrie de masse, le composé D’ présente plusieurs pics a m/z =361, m/z = 318 (soit 361 —
43) et m/z = 275 (soit 318 — 43). Les composés F’ et G’ présentent les mémes spectres de masse que
précédemment décrit. Les autres composés détectés ne s’ionisent pas dans nos conditions d’analyse.
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Tableau 41 : Données chromatographiques des composés détectés apres analyse des cultures de DP94 en présence de MOC,

ND : non détecté

Dl

EI

Fl

22,4

23,2

23,8

24,9
25,3
25,9
28,3

267, 300

268, 409

b-3. B. weihenstephanensis

Présent
Présent
Faiblement
présent
Présent J1 puis
diminue
Faiblement
présent
Présent J1
Disparition a J9
Faiblement
présent
ND
ND
ND
ND

Augmentation
entreJ1letJ9

Présent

Présent

Faiblement
présent

Augmentation
entreJlet)9

Présent J9

Augmentation
entreJletJ9

Faiblement
présent J1

Présent

Diminution entre

Jlet)9

Augmentation
entreJletJ9

ND

ND

ND
Présent J1

En présence de MOC a 0,01 mg/mL, nous ne retrouvons que les composés A’, B’ et G’ dés J1, le
composé I’ est également présent mais en faible quantité. Un nouveau composé est détecté, le
composé N’, celui-ci est présent des J1 et disparait par la suite (Tableau 42).

A la concentration de 0,1 mg/mL, dés J1 les composés C’, D’, F’, G’, H’ et N’ sont détectés. La proportion
de F’, G’ et H’' augmente jusqu’a J9 alors que celle des autres composés reste stable. A J9 on peut
également détecter les composés I, K’, L’ et M’ (Tableau 42).

Enfin, en présence de MOC a 0,5 mg/mL, on retrouve les mémes composés qu’a la concentration de
0,1 mg/mL dés le premier jour et E’ et I’ sont détectés en plus. De la méme maniére F’, G’, H’ et I
augmentent entre J1 et J9 ce qui montre un profil de transformation similaire a ces deux

concentrations de produit lichénique (Figure 128 et Tableau 42).

190



ACTEIl = Scene 2

uv

50000 T
emoin
MOC
—'H
40000
- J9 - »
’
30000 D’ E e b
N’
20000 .
c' HI |I
v
’
10000 . K
v
‘ =
G U J T 942 | ne I
15,0 175 200 225 250 275 30,0 25 50
min

Figure 128 : Chromatogramme obtenu en HPLC de la biotransformation du MOC a 0,5 mg/mL a J1 (bleu), J9 (noir) d’incubation
dans le tampon phosphate par la souche B. weihenstephanensis et comparé au J9 Blanc (rouge). HPLC/UV-DAD sur colonne
Prevail® C1g 5 um, gradient d’élution H,O/ACN : 100% H,0 de 0 ¢ 5 min, de 0% a 100% d’ACN entre 5 et 35 min, 100% d’ACN
de 35 a 45 min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 a 60 min. Détection par UV-DAD (détecteur ultra-
violet a barrette de diode) ici montrée a 272 nm

En spectrométrie de masse, le composé E’ présente deux pics a une valeur de m/z = 393 et m/z=361.
Les composés D’, F, G’, H’ et ) s’ionisent de la méme maniere que précédemment décrit par contre
les autres composés ne s’ionisent pas.

Tableau 42 : Données chromatographiques des composés détectés aprés analyse des cultures de B. weihenstephanensis en
présence de MOC, ND : non détecté

Temps de

Composé e ) Amax (nm) 0,01 mg/mL 0,1 mg/mL 0,5 mg/mL
A 18,9 306 Présent J1 et J9 ND ND
B’ 19,1 306 Présent J1 et J9 ND ND
c 20,9 270, 315 ND Présent J1 et J9 Faible a J1
D’ 21,6 270, 315 ND Présent J1 et J9 Présent J1 et J9
E’ 22,4 270, 315 ND ND Présent J1 et J9
F 23,2 ND
G 238 270, 403 Diminution entre J1 Augmentation Augmentation
etlJ9 entreJletl)9
W 249 ND entre Jl et )9
I 25,2 317 Faiblement présent Présent a J9
K’ 25,9 ND Présent a J9 Faible a J9
L 26,8 ND Présent a J9 ND
v 283 ND Faiblement ND
présent a J9
N’ 30,9 Présent a J1 Présent J1 et J9 Présent J1 et J9
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Les différents ions détectés lors de I'étude de biotransformation sont rassemblés dans le tableau
suivant. Lorsqu’un composé est détecté un signe (+) est indiqué dans le cas contraire c’est un signe (-)
et la fleche indique une augmentation de la concentration du composé entre J1 et J9.

Tableau 43 : Récapitulatif des composés détectés lors de I’essai de biotransformation du MOC

Composés MOLA1416
et temps
ce 0,01 0,1 0,5
rétention mg/mL | mg/mL | mg/mL
(min)
. A:18,9 + - - + + +1 + -
B’:19,1 + - - + + + + - o
C':20,9 - + + + + + - +
D’:21,6 + + + + + + - + +
E':22,4 - - - + + + - - +
F’:23,2 + + +1 + +1 +1 - +P +P
G':23,8 + + + + + + + + +
H’ :24,9 - - - - + - - + +
I":25,3 - - - - + - + + +P
)y :255 + = = S = = = o o
K’:25,9 - - - - + - - + +
L’:26,8 - - - - - - - + -
M’ :28,3 - - - - + - - + -
N’:30,9 - - - - - - + + +

Dans un premier temps, nous constatons que la présence de MOC provoque I'apparition de plus de
composés (14) gu’en présence d’acide usnique (10). Les principaux produits de transformation du MOC
sont F' et G’ et ils sont retrouvés dans les trois souches bactériennes. De la méme maniére que pour
I’acide usnique on constate une transformation différente du MOC suivant la souche utilisée. La souche
DP94 par exemple est celle avec laquelle on retrouve le plus de produits de transformation. Comme
dans le cas de l'acide usnique, c’est la souche MOLA1416 qui a le plus faible potentiel de
biotransformation.

192



ACTEIl = Scene 2

Tableau 44 : Analyse par spectrométrie de masse en mode négatif des principaux composés détectés

Composés et

Composé , .
temps de rétention

bioconverti

lons observés (m/z) en
spectrométrie de masse (ESI -)

Masse haute
résolution et formule

brute

(min)

163 [M-H]' MOC : C10H1204
MOC: 27,8 181 [M-H + H,0]
119 soit [M-H] - 44 : perte de CO;
361 [D’-H]
318 soit [D’-H] - 43
MOC D’:21,6 ,
275 soit 318 — 43 : perte de COCHj;
ou C3Hs
o 361
MOC E':22,4 -
181 [F’-H] 181,0550
MOC F:23,2 137 soit [F’-H] - 44 : perte de CO, [F’-H] : CoHs04
385 [2F’+Na-2H] MOC - CH,
209,0460
209 [G’-H] ’
MOC G’ :23,8 S [[G,_H]],_ o [G’-H] : C10Hs0s
MOC + H,0
227 227,0564
MOC H’ :24,9 209 (perte de H,0) [H’-H] : C10H1106
419 MOC + O,
179,0387
179 [M-H] ’
MOC J:25,5 56 [[M_H]]_ 6 [J’-H] : CoH704
> MOC - CHa

D’aprés les données de masse haute résolution, les modifications observées sur le MOC semblent
correspondre aux différentes réactions enzymatiques décrites précédemment (hydratation,
oxydation, déméthylation). Cependant pour confirmer les structures de ces composés, leur isolement
est nécessaire et les essais ont été réalisés sur des petites quantités qui ne sont pas suffisantes pour

réaliser un isolement et une analyse par RMN 2D.

193



ACTEIl = Scene 2

D. Conclusion

Les travaux ici présentés démontrent les propriétés antibactériennes de I’acide usnique sur les souches
bactériennes a Gram-positif isolées a partir de lichens. lIs permettent également de constater que ce
composé a un effet sur le métabolisme bactérien, surtout pour la souche Streptomyces cyaneofuscatus
(MOLA1488) elle-méme productrice d’acide usnique. Etonnamment, I'autre Actinobactérie (DP94) ne
montre aucune modification de son métabolisme suite a I'addition d’acide usnique dans son milieu de
culture.

Les essais de biotransformation ont montré que les trois souches bactériennes étudiées ont un
potentiel de biotransformation. Celui-ci varie selon la souche et selon le composé biotransformé. Pour
confirmer que les composés repérés en HPLC/MS sont bien des dérivés des composés lichéniques nous
avons analysé les échantillons par HPLC/MS/MS au laboratoire BioCis de la faculté de Chatenay-
Malabry. Les données sont actuellement en cours de traitement par la plateforme GNPS pour établir
des réseaux moléculaires autour des composés lichéniques étudiés.
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A. Souches étudiées

1. DP94

La souche DP94 utilisée pour ces études est la méme que celle précédemment décrite dans le Chapitre
1.

2. MOLA1416

La souche MOLA1416 a été isolée a partir du lichen Lichina pygmaea. Le lichen a été récolté a la Pointe
de la Houssaye (Erquy, Bretagne, France) (48°37'47.9" N, 2°28'31.55" W) en Avril 2012. Le lichen a été
identifié par Martin Griibe. Aprés un ringage sur le terrain a I'’eau de mer stérile, il a de nouveau été
lavé a plusieurs reprises par cette eau stérile au laboratoire (extrait de lavage). Il a ensuite été broyé
et associé a la méme solution (homogénat). Ces solutions ont ensuite été ensemencées sur deux
milieux : MA (marine agar) et AIA (Actinomycetes isolation Agar) en boite de Pétri supplémenté en
acide nalidixique et amphotéricine B. Des repiquages ont ensuite été effectués jusqu’a I'obtention de
colonies pures. La souche a été référencée sous le nom MOLA1416 au sein de la collection du
laboratoire. Une premiére identification en 2013 par extraction de I’ARN 16S et comparaison avec les
données du serveur EzTaxon a montré 91,90% de similarité avec la souche Hoeflea phototrophica. Une
seconde identification réalisée en 2017 par Laurent Intertaglia de 'observatoire océanologique de
Banyuls-sur-mer a permis une extraction d’un plus grand nombre de paires de bases d’ARN 16S et une
nouvelle identification a 93,60% d’identité avec les espéces Chelativorans intermedius et Mycoplana
ramosa. La souche a été conservée dans le milieu MB (Marine Broth) avec 50% v/v de glycérol ou 5%
v/v de DMSO a -80 °C et référencée comme MOLA1416 (CORINT collection).

3. MOLA1488

La souche MOLA1488 a été isolée a partir du lichen Lichina confinis récolté au méme endroit que
Lichina pygmaea précédemment décrit. Le lichen a été traité selon le méme protocole et la souche
bactérienne MOLA1488 a été obtenue a partir de ’lhomogénat sur milieu AIA. L'identification de la
souche réalisée en 2013 par extraction de I’ARN 16S et comparaison avec les données du serveur
EzTaxon a montré 100% de similarité avec la souche Streptomyces cyaneofuscatus. La souche a été
conservée dans le milieu LB (Lysogeny Broth) avec 50% v/v de glycérol ou 5% v/v de DMSO a -80 °C et
référencée comme MOLA1488 (CORINT collection).

4. Bacillus weihenstephanensis

La souche Bacillus weihenstephanensis a été isolée a partir du lichen Peltigera hymenina. Le lichen a
été récolté a Huelgoat (Bretagne, France) (48°21'57" N, 3°44'47"" W). Le thalle lichénique a été rincé
avec de I'eau « DNase, RNase, protease-free » puis découpé en petits morceaux et ceux-ci ont été
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déposés sur une boite de Pétri contenant du milieu TY agar. Apres incubation a 25 °C pendant deux
semaines, des repiquages ont été effectués jusqu’a l'obtention de colonies pures. La souche
bactérienne a été identifiée par extraction de I’ARNr 16S et comparaison avec les données du serveur
EzTaxon a montré 100% de similarité avec la souche Bacillus weihenstephanensis. La souche a été
conservée dans le milieu TY (Tryptone Yeast) avec 50% v/v de glycérol ou 5% v/v de DMSO a -80 °C.

B. Milieux de culture utilisés

Quatre milieux de culture ont été utilisés :

- ISP2 (International Streptomyces Project 2) : extrait de levure 4 g/L, extrait de malt 10 g/L et
glucose 4 g/L. Pour la préparation des boites de Pétri 20 g/L d’agar ont été ajoutés.

- TY(Tryptone Yeast) : tryptone 16 g/L, extrait de levure 10 g/L et chlorure de sodium 5 g/L. Pour
les boites de Pétri 15 g/L d’agar sont ajoutés.

- LB (Lysogeny Broth) : peptone 5 g/L, chlorure de sodium 5 g/L et extrait de levure 3 g/L. Pour
obtenir de la gélose 15 g/L sont ajoutés.

- MAI (Marine Broth supplémenté eniode) : 37,4 g/L d’'un milieu déshydraté commercialement
disponible, le marine broth (Difco ® 2216, ThermoFisher, Waltham, MA, USA) supplémenté par
5 mg/L de iodure de sodium (Nal).

Les poudres sont pesées puis diluées dans le volume adéquat d’eau ultra-pure et le tout est stérilisé a
121°C pendant 20 min a I'autoclave (Advantage Lab®, modele AL02-03-100).

C. Préparation des pré-cultures

De la méme maniére que dans le chapitre 1, les pré-cultures ont été préparées par ensemencement
de 30 mL de milieu (ISP2, TY, LB ou MB suivant la souche concernée) avec des colonies pures
récupérées sur boite de Pétri ou par addition de quelques microlitres d’une culture cryoconservée a -
80 °C. Elles sont ensuite incubées a 25 °Ca 110 rpm.

D. Mise en culture des échantillons

1. Effets de I'acide usnique sur la croissance et le métabolisme

Pour réaliser I'étude de I'effet de I'acide usnique, les souches bactériennes (DP94, MOLA1416 et
MOLA1488) ont été ensemencées dans 30 mL de milieu (TY, MAI et LB respectivement) par addition
de 300 pL de pré-culture. Chaque culture a été réalisée en duplicata, soit 4 tubes d’échantillons
témoins contenant les bactéries seules, 4 tubes contenant la culture bactérienne additionnée de
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DMSO et 4 tubes contenant la culture bactérienne avec I'acide usnique dissous dans le DMSO. Ainsi,
12 tubes ont été ensemencés par souche bactérienne.

L'acide usnique est ajouté a une concentration de 0,1 mg/mL dans les cultures bactériennes. Pour
préparer 12 tubes de culture avec de I'acide usnique (4 tubes par souche x 3 souches bactériennes),
36 mg d’acide usnique sont dissous dans 6 mL de DMSO puis 500 pL de cette solution sont ajoutés
dans chaque tube de culture.

Tableau 45 : Constitution des échantillons de culture pour I'étude de I’effet de I'acide usnique

Tube contenant

T‘?'Twi" I "I'e'?moin bactérie + acide
Bactérie seule Bactérie + DMSO usnique dans le DMSO
Milieu de culture 30 mL 30 mL 30 mL
Pré-culture 300 pL 300 uL 300 pL
Acide usnique - - 0,1 mg/mL (3 mg)
DMSO - 500 uL 500 pL

2. Etude de stabilité

Pour effectuer les essais de stabilité des composés envisagés pour I'étude de biotransformation, les
composés sont dissous dans le DMSO puis cette solution est diluée dans du tampon phosphate a pH 7
stérile. Le tampon phosphate est préparé par mélange de 780 mL d’une solution de KH,PO4 a 9,08 g/L
et de 1,22 L d’une solution de Na;HPO,4 a 9,47 g/L pour 2 L de solution. Le pH est réajusté a 7 aprés
agitation. La solution est ensuite stérilisée a 121 °C a I'autoclave.

Les composés étudiés dissous dans le DMSO sont ajoutés dans le tampon phosphate pour obtenir des
solutions a 0,01 mg/mL, 0,1 mg/mL et 1 mg/mL. Chaque solution est finalement répartie dans 10 tubes
(5 jours de prélevements en duplicata) de 50 mL (30 mL par tube) et les échantillons sont mis a incuber
a25°C, 110 rpm.

3. Etude de bioconversion

Chaque souche bactérienne (DP94, MOLA1416 et B. weihenstephanensis) est mise en culture dans un
milieu qui lui est adapté (TY, MAI et ISP2 respectivement) et incubée a 25 °C a 110 rpm. Lorsque les
cultures atteignent la phase stationnaire de croissance elles sont transvasées en tubes de 50 mL (30
mL par tube) et elles sont centrifugées a 3500 rpm, 4 °C pendant 15 min. Le milieu de culture est retiré
et 30 mL d’une solution de tampon phosphate sont ajoutés.

Suivant le type d’échantillon la solution de tampon phosphate ajoutée peut étre :

- Simple (échantillons témoins ou blancs)

- Additionnée de 150 pyL de DMSO (témoins DMSO)

- Additionnée de 150 pL d’une solution de composé lichénique a 0,01 mg/mL, 0,1 mg/mLou 0,5
mg/mL dissous dans le DMSO
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Les échantillons sont ensuite incubés a 25 °C, a 110 rpm.

E. Traitement des échantillons

1. Suivides cultures

a. Mesure de la densité optique a 620 nm

Quotidiennement, 200 pL de chaque culture sont prélevés et déposés dans une plaque 96-puits, la
densité optique est ensuite mesurée par un lecteur de plague (Multiscan FC ®, ThermoScientific) a 620
nm. Les données sont classées en tableau et la courbe de croissance est établie par représentation du
log de la densité optique en fonction du temps.

b. Testau MTT

La croissance bactérienne est également mesurée par le test au MTT. 200 ulL de culture sont déposés
dans une plaque 96-puits puis 10 pL du réactif MTT (sels de tétrazolium) sont ajoutés dans chaque
puits. Aprés 4h d’incubation (37 °C), le surnageant est retiré et les cristaux de formazan obtenus par
transformation enzymatique du MTT par les bactéries vivantes se déposent au fond du puits. 200 pL
de DMSO sont alors ajoutés pour remettre en solution ce formazan et la densité optique est lue a 540
nm. La quantité de formazan (absorbant a 540 nm) est proportionnelle au nombre de cellules vivantes.

La viabilité cellulaire est ensuite déterminée par ce calcul :
Pourcentage de viabilité = [(DOs40 — DOs4o milieu)/(DOs40 bactéries — DOsso milieu)] x 100

Avec DOsgg : valeur lue pour I'échantillon analysé ; DOsso milieu : valeur lue pour le milieu seul ; DOsao
bactéries : valeur lue pour I’échantillon de culture bactérienne seule.

2. Extraction des échantillons

Pour I’étude de I'effet de I’acide usnique sur le métabolisme bactérien et I’étude de biotransformation
des composés lichéniques, les échantillons ont été traités de la méme maniére. Les tubes ont été
centrifugés a 3500 rpm, 4 °C pendant 15 min, le culot bactérien a été mis de c6té et le surnageant a
été extrait par 2 x 30 mL d’acétate d’éthyle. La phase organique a ensuite été séchée par du sulfate de
sodium anhydre et le solvant a été évaporé a sec. Le résidu a été pesé et repris avec du solvant de
qualité HPLC a une concentration de 1 mg/mL pour la suite des analyses.

Pour I’étude de I'effet de I'acide usnique sur le métabolisme bactérien les extractions sont réalisées au
début de la phase stationnaire de croissance.

Pour les essais de stabilité les extractions sont réalisées aprés 0, 1, 3, 6 et 9 jours d’incubation.

Pour les études de biotransformation, les extractions des blancs sont effectuées aprés 1, 4 et 9 jours
d’incubation avec la solution de tampon phosphate. Les extractions des échantillons en présence de
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composés a biotransformer sont faites apres 1, 2, 4, 7 et 9 jours d’incubation avec la solution de
tampon phosphate contenant le composé.

F. Analyse des échantillons

Les échantillons sont analysés par HPLC/UV-DAD/MS. lls sont préparés a 1 mg/mL avec du méthanol
HPLC pour les échantillons de I’étude de I'effet de I'acide usnique sur le métabolisme bactérien et avec
du THF distillé pour les échantillons des essais de stabilité et des essais de biotransformation. Ils sont
ensuite filtrés sur membrane a 0,45 um et transférés en vials HPLC.

Les analyses se font sur la colonne Prevail C1g (5 um, 250 x 4,6 mm, Hichrom, Reading, UK) a un débit
de 0,8 mL/min avec comme systéme éluant un gradient constitué d’eau ultra-pure + 0,1% d’acide
formique et d’acétonitrile qualité HPLC avec 0,1% d’acide formique. Le gradient utilisé est le gradient
analytique classique décrit dans le chapitre 1 et 20 pL de chaque échantillon sont injectés dans la
colonne. Le systéme HPLC (Shimadzu ®) est le méme que celui précédemment décrit dans le chapitre
1. Les détecteurs en sortie de colonne sont un détecteur UV a barrette de diode, les chromatogrammes
sont observés a 272 nm, et un spectrométre de masse (Advion ®) réglé en mode ESI négatif.

Gradient d'élution HPLC

120
100
80
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40
20

0 10 20 30 40 50 60 70

—8— % H20 +0,1% AF % ACN +0,1% AF

Figure 129 : Gradient d’élution analytique classique

Les logiciels utilisés pour le traitement des données sont LabSolutions pour les données HPLC/UV et
Advion pour les données de spectrométrie de masse.
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Apreés les travaux pour obtenir des composés azotés bioactifs a partir de produits naturels nous nous
sommes intéressés a une méthode d’obtention de ces derniers par voie synthétique. Dans ce but nous
avons choisi d’étudier une voie de synthése d’alcaloides naturels.

A. Les alcaloides

Les alcaloides sont des composés azotés qui forment 'un des groupes les plus importants de
substances d’origine animales ou végétales. Plus précisément, le terme alcaloide tend a désigner des
composés organiques a propriétés basiques ou alcalines. Les alcaloides ont généralement une
structure complexe et parmi eux on peut citer les dérivés morphiniques caractéristiques des Papaver.
La concentration en substance active est particulierement importante dans cette famille puisque le
pavot somnifére (P. somniferum) contient jusqu’a 20% de morphine qui est utilisée principalement
comme antalgique de palier 3. Un examen attentif de la morphine montre qu’il s’agit bien d’une 1-
benzyltétrahydroisoquinoléine qui dérive de la phénylalanine ou de la tyrosine. Le groupe des
alcaloides dérivant du tryptophane est sans doute aussi vaste que le précédent. Les alcaloides isolés
de I'ergot de seigle (Claviceps purpurea), tels que I’'ergotamine, ou I'acide lysergique, possedent des
propriétés hallucinogénes mais peuvent également étre utilisés dans le domaine médical pour traiter
les migraines (ergotamine) [238].

H N
HO"
Morphine Ergotamine
H
cry )
J N
H N
Indole Pyrrolidine Pipéridine

Figure 130 : Quelques structures représentatives des alcaloides

Pour notre étude nous nous sommes intéressés a d’autres types d’hétérocycles azotés tels que : la
pyrrolidine, la pipéridine et I'indolizidine. Dans la nature, les alcaloides pyrrolidiniques sont synthétisés
a partir de la L-ornithine avec formation intermédiaire de putrescine (Schéma 4). De cette maniere, il
est possible d’obtenir des alcaloides tropaniques tels que la hyosciamine, ou encore la cocaine. Les
alcaloides pyrrolidiniques simples les plus connus sont I’hygrine et la cuscohygrine qui sont isolés de
plantes de la famille des Solanacées comme la Datura, ou la Belladone, des Erythroxylacées et des
Convolvulacées [44]. Ce sont dans ces mémes familles de plantes que sont retrouvés les alcaloides
tropanique : Erythroxylon coca pour la cocaine et Atropa belladonna pour la hyosciamine. On peut
également citer la nicotine, isolée de la Solanacée Nicotiana tabacum, qui posséde également un cycle
pyrrolidinique (Figure 131).
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Schéma 4 : Obtention des alcaloides pyrrolidiniques et pipéridiniques [44]
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Figure 131 : Exemples d’alcaloides pyrrolidiniques et tropaniques

Les alcaloides pipéridiniques dérivent quant a eux de la L-Lysine et sont biosynthétisés a partir de
cadavérine. On retrouve les analogues structuraux de I'hygrine et de la cuscohygrine qui sont
respectivement la pelletiérine et I'anaférine ainsi que les analogues des tropanes a 6 chainons comme
la pseudopelletiérine. On peut également citer la lobeline, isolée de Lobelia inflata, ou la pipérine de
Piper nigrum [44] (Figure 132).
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Lobeline Pipérine

Figure 132 : Exemples d’alcaloides pipéridiniques
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Les cycles indolizidiniques sont également obtenus a partir de la L-Lysine mais avec comme
intermédiaire 'acide L-pipécolique. La castanospermine isolée de Castanospermum australe et la
swainsonine issue de Swainsona canescens sont des exemples de composés possédant ce noyau
(Figure 133).

COOH COOH H O
iaNH; C( — z
NH, NH — N
L-Lys Acide L-pipecolique 1-indolizidinone
OH
="y OH
HO 5
N
HO
Castanospermine Swainsonine

Figure 133 : Schéma de I'obtention du noyau indolizidine et exemples de composés [44]
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B. Structures sélectionnées pour I'étude

Pour développer une nouvelle synthese d’alcaloides, nous avons sélectionné trois structures
caractéristiques des systémes hétérocycliques précédemment décrits et qui sont représentées sur la
Figure 134 ci-dessous.

N C14H2g (j\

N~ CaH
CH, H e
. ) OCH,
rac-bgugaine rac-coniine

rac-tylophorine

Figure 134 : Structures des trois alcaloides représentatifs des noyaux pyrrolidine, pipéridine et indolizidine sélectionnés pour
la suite des travaux

La bgugaine ou 1-méthyl-tetradécyl-pyrrolidine, est un alcaloide qui a été isolé en 1993 par Melhaoui
a partir des tubercules du capuchon de moine Arisarum vulgare. Ce composé est présent en faible
guantité dans la plante puisque 10 kg de tubercules contiennent seulement 33 mg de bgugaine [239].
Cet alcaloide possede des propriétés antibiotique [239-241], antifongique [239], hépatotoxique [242]
et cytotoxique [240,243], qui sont probablement liées a sa capacité a se fixer a I’ADN. On remarquera
que la (—)-R-bgugaine posseéde une affinité plus prononcée pour I’ADN que son énantiomeére
dextrogyre [240]. Enfin, la (—)-R-bgugaine induit également des fuites potassiques suite a
|"augmentation de la concentration intracellulaire en ions calcium [243].

La Coniine ou 2-propyl-pipéridine, est isolée de la grande ciglie Conium maculatum. C'est un composé
extrémement volatil que I'on retrouve dans la plante entiére mais en proportion plus importante dans
les graines qui contiennent jusqu’a 1,6 % d’alcaloides dont 90% de coniine. Les effets neurotoxiques
de la coniine sont connus depuis I'antiquité puisque les Grecs anciens utilisaient des décoctions de
grande ciglie pour exécuter les condamnés. Le cas le plus célebre est celui de Socrate dont I'agonie est
décrite par Platon dans Phédon [244]. La coniine est également tératogéne et son utilisation a des fins
thérapeutiques est encore aujourd’hui a I’étude [245].

Le dernier composé dont nous envisageons de faire la synthése est la tylophorine. Cet alcaloide
polycyclique a été isolé en 1935 par Ratnagiriswaran et Venkatachalam d’une liane grimpante
Tylophora indica appartenant a la famille des Apocynacées [246]. Cette plante a longtemps été utilisée
en médecine traditionnelle en raison de ses propriétés anti-inflammatoires [247] et antiémétiques. La
tylophorine est le principal composé des alcaloides de la famille des phénanthroindolizidines qui
contient un nombre assez restreint de substances. Les différences structurales entre ces dernieres
portent essentiellement sur le nombre et la position des groupements méthoxy. Des études récentes
ont montré que les dérivés de la tylophorine possédent des activités antivirales [248], anti-
inflammatoires [249], et cytotoxiques [250]. L'étude du mécanisme d’action de la cytotoxicité de la
rac-tylophorine a montré un arrét du cycle cellulaire en phase G1 expliqué par une accumulation de la
protéine c-Jun qui induit une diminution de I'expression de la cycline A2 ainsi qu’une inhibition de la
synthése protéique [251].
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C’est dans ce contexte que s’inscrit I'approche synthétique que nous avons tenté de développer au
cours de ce travail de these. Des travaux préalablement effectués au sein du laboratoire ont montré
que des a-aminonitriles convenablement substitués permettaient la création de nouvelles liaisons
carbone-carbone en position a de I'atome d’azote. Par exemple, les synthéses d’alcaloides de la
tétrahydroisoquinoline tels que la (-)-xylopinine, la (=)-norlaudanosine et la (—)-carnégine ont été
réalisées a partir d’'un o-aminonitrile préparé par voie électrochimique [252,253]. De la méme
maniére, des alcaloides de la quinoléine tels que I’'angustureine, ou la cuspareine (Galipea officinalis)
ont également été synthétisés en suivant la méme stratégie de synthése (Schéma 5).
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rac-cuspareine rac-angustureine

Schéma 5 : Alcaloides préalablement synthétisés au laboratoire a partir d’a-aminonitriles.
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C. Etatdel’art

1. Synthese de la rac-bgugaine et de son énantiomere lévogyre

La premiére synthése diastéréosélective de la bgugaine a été réalisée en 1996 par Jossang en
condensant l'acide 4-oxooctadécanoique et le (—)-R-phenylglycinol pour former le 25-2"R-
tétradecyloxazololactame, 1. Une premiere étape de réduction compléte du composé avec du
tétrahydruroaluminate de lithium (LiAlH,) et du chlorure d’aluminium permet I'ouverture du cycle
oxazole et la réduction simultanée de la fonction carbonylée pour conduire a la N-benzylpyrrolidine 2.
La copule chirale est libérée par hydrogénation catalytique pour conduire a la pyrrolidine 3 qui est
ensuite méthylée par amination réductrice. Ainsi la (—)-R-bgugaine est obtenue avec un rendement
total d’environ 61% [254] (Schéma 6).

CeHs
o
CeHs Os_(CH,)13CH; Toluéne, reflux *(\0
He-CHIO + Hoocj/ — b'0H2(0H2)120H3
NH, o)
1,89%
LIALH,, AICl;  CoH, CH,0OH H,, 10% Pd/C H HCHO, NaBH,
THF A H ACOH «CiaHag  CH,OH ,
— > H @”C T —— HN ————» (-)-R-bgugaine
141129

2,75% 3,91%

Schéma 6 : Schéma de la synthese de la (-)-R-bgugaine par Jossang

En 1997, Takahata réalise une synthése énantiosélective de la (—)-bgugaine en 6 étapes incluant une
dihydroxylation asymétrique de Sharpless. Le N-penténylphtalimide 4 est tout d’abord converti en diol
5 par la méthode de Sharpless. Ce dernier est ensuite transformé en époxyde 6 selon un protocole en
trois étapes proposé par le méme auteur [255]. L'ouverture de cet époxyde a I'aide de bromure de
tridécanylmagnésium est effectuée de maniére stéréosélective et conduit a I'alcool 7 avec un
rendement de 75%. L'aminoalcool intermédiaire est obtenu par traitement a I’hydrazine puis I'atome
d’azote terminal est acylé a 'aide de chloroformate de benzyle pour conduire au composé 7. L’'étape
de cyclisation se fait en deux étapes incluant la mésylation de la fonction alcool et la déprotonation du
groupement NCbZ par du NaH. Enfin, I'action de I’hydrure double de lithium et d’aluminium (LiAlH,),
permet d’accéder directement a la (—)-bgugaine avec un rendement total de 30 % [256] (Schéma 7).
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Schéma 7 : Synthése de la (-)-bgugaine par Takahata

Les études sur la synthése stéréosélective de la bgugaine se poursuivent en 2001 avec les travaux
d’Enders et Thiebes qui utilisent I’'addition 1,2 de composés organométalliques nucléophiles sur la
double liaison CN des hydrazones chirales. Ainsi, I’'addition de tétradecyllithium sur I’hydrazone 9
permet d’obtenir I’hydrazine 10 avec une stéréosélectivité de 96%. La copule chirale est ensuite retirée
par réduction au diborane pour conduire a une amine primaire dont I'atome d’azote est converti en
carbamate par action de chloroformate de méthyle. L'étape de cyclisation est effectuée par
déplacement du mésylate terminal issu de I'alcool 11 par I'amidure formé par action de t-BuOK. La (-
)-(R)-bgugaine est ensuite obtenue avec un exces énantiomérique de 96% et un rendement global de
43% [257] (Schéma 8).

N
i HN
/N n-C14H29L|, =
N\ THF, —85°C TBSO CuiH OCH; 1) BH3, THF, reflux
OCH; —————» 5 C1aHag .~
TBSO H 3
2) CICO,Me, Et,0, 0°C
9 10 3) TBAF
X
1) MsCl, TEA, 0°C
HN™ YocH, 1) MsCh TEA

R > (-)-bgugaine, 72%
HO{\{\CMH%) 2) KOt-Bu, THF, 0°C

2) LiAIH,, THF, reflux
11, 72%

Schéma 8 : Synthése de la (R)-bgugaine par Enders et Thiebes.

La synthése suivante n’a été décrite qu’en 2008 par Miyata. Il s’appuie alors sur une réaction tandem
radicalaire effectuée en présence de triéthylborane et d’oxygene au reflux du dichlorométhane. Il est
intéressant de noter qu’en I'absence de dérivé halogéné la réaction a lieu avec I'incorporation d’un
groupement éthyle en a de I'atome d’azote de I'oxime 12 conduisant a la pyrrolidine rac-13. L'oxime
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14 est obtenue avec un rendement de 30% par ajout d’un large excés de 1-iodotétradécane sur le
composé 12. La bgugaine est obtenue avec un rendement total de 15 % [258]. Le mécanisme de la
réaction reste cependant assez spéculatif et implique vraisemblablement la formation intermédiaire
d’un radical aminyl lors de la cyclisation (Schéma 9).

Et;B
BF3'Et20 O\
//—> CH,Cly, reflux OBn
TsO l}l z 13
OBn Et,B
12 BF3‘Et20

n-Cuabzol (20 equiv) [\ 1) Zn/AGOH
— = N7 CuHe 5 rac-bgugaine, 56%
CH,Clj, reflux OBn 2) HCHO/NaBH,

14, 30%

Schéma 9 : Schéma de synthese de la rac-bgugaine par Miyata et Xiao

La méme année, Majik décrit la condensation de Wittig entre le N-carboethoxyprolinal et le sel de
tridécane phosphonium pour synthétiser I'alcéne 15. La (R)-bgugaine est finalement obtenue avec un
rendement global d’environ 40 % [259] (Schéma 10).

C11Has
1) n-BuLi, Et;0 1) Hy, Pd/C, overnight
C13H27PPh3Br —_— 7 »  (R)-bgugaine, 80%
N 2) LAH, Et,0, reflux
2)& COOEt
N~ ~CHO
. 15, 509
CO,Et %

Schéma 10 : Synthese de la (R)-bgugaine par Majik.

En 2010, Huang décrit la synthése de la rac-bgugaine en deux étapes a partir de la N-méthylpyrrolidin-
2-one commerciale. La chaine alkyle est incorporée en une seule opération par addition de bromure
de tétradécyle magnésium sur le groupement carbonylé de la N-méthyl-pyrrolidinone apreés activation
par un mélange d’anhydride triflique et de 2,6-di-tert-butyl-4-methylpyridine (DTBMP). Le sel de
magnésium formé intermédiairement est alors réduit par I’hydrure de lithium et d’aluminium (LiAlH,)
en rac-bgugaine avec un rendement de 75% [260] (Schéma 11).

F\A\ 1) Tf,O/DTBMP, CH,Cl, O\
> n-Cy4H29

| 2) n-C14H29MgBr, —-78°C at.a. |
Me 3) LiAIH4, 1 h, t.a. Me
rac-bgugaine, 75%

Schéma 11 : Synthese de la (R)-bgugaine par Huang.
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La synthése de la bgugaine établie par Shu permet d’obtenir des composés optiquement purs en
utilisant des amines homopropargyliques chirales non racémiques. Celles-ci sont préparées selon la
méthode d’Ellman a partir de la tert-butylsulfinimine 16 qui est condensée avec le bromo-2-
propynylmagnésium pour fournir ’homopropargylsulfonamide 17. Le groupement tert-butylsulfinyle
est ensuite retiré par hydrolyse acide, puis 'amine est protégée par un groupement tosyle (18). La
cyclisation en pyrrolidine est ensuite effectuée en présence de complexes d’or (I) qui conduisent a I'ion
iminium 19. Une oxydation par I'acide métachloroperbenzoique (m-CPBA) permet de synthétiser le
lactame 20 dont I'atome d’azote est déprotégé a 'aide de naphtalénure de lithium (Li/naphtaléne)
puis alkylé en présence de iodométhane. La pyrrolidinone intermédiaire est ensuite réduite en
présence de LiAlH4 pour conduire a la (—-)-bgugaine avec un rendement total de 21 % en 8 étapes avec
un excellent ratio énantiomérique de 99:1 [261] (Schéma 12).

é £Bu
Sy = 1) HCI, MeOH, 0 °C
/S\ ’ ’
)'N 0 MgBr HNS0 - 2) TSCl BN, CHiCly TS <\H
e
> Pz
R CH,Cl,, —40 °C RM R/'\//
16 17 18
1) Li/naphtaléne, THF, —-78 °C
2) NaH, CHl
LAu(l) Jg/) mCPBA J_\A\ 3) LiAlH,
—+> R [}j —_— RN~ 0 ——> (-)bgugaine, 56%
H Ts 'i's

19

L = (4-CF3Ph);AuNTf, 20

Schéma 12 : Synthese de la (-)-bgugaine par Shu.

Ainsi, plusieurs synthéses de la bgugaine ont été décrites en version racémique et asymétrique. Cing
d’entre elles permettent d’obtenir I’énantiomeére |évogyre avec des exces énantiomériques supérieurs
a 98%. Deux méthodes décrivent la synthese racémique de la bgugaine avec des rendements globaux
compris entre 15 a 75 %. On notera que la chaine lipophile a 14 atomes de carbone est introduite
directement par action d’un réactif de Grignard ou construite par homologation de Wittig.

2. Synthése de la rac-coniine

Les synthéses racémiques de la coniine sont trop nombreuses pour étre toutes rapportées ici. Par
conséquent, seules quelques approches seront présentées ici avec un accent particulier sur les
méthodes qui exploitent la réactivité d’un a-aminonitrile.

En 2005 Girard effectue la synthése de la rac-coniine a partir de I'a-aminonitrile 21 préparé par voie
électrochimique en développant la cyanation anodique de la N-phényl-pipéridine. La chaine propyle
est incorporée pour former I'amine 22 selon une séquence d’alkylation-décyanation réductrice
utilisant le 1-iodopropane comme agent alkylant et NaBHs comme source d’hydrure. Le groupement
phényle porté par I'atome d’azote est ensuite retiré par hydrolyse d’une énamine intermédiaire 23.
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Cette derniere est formée a l'issue d’'une réduction de Birch qui est réalisée en présence de lithium
dans "'ammoniac liquide et d’éthanol comme source de proton. La rac-coniine est obtenue avec un
rendement global de 70% [262] (Schéma 13).

Q Li, NH; lig, (j\
1) LDA, C3Hl 350
37 - (j\ THF, nBuOH, -35°C N CaHy

N CN N C3H

Bh 2) NaBH, Lo > 99%
21 22 23
10% HCI, EtOH

60°C, 10 min

o H CsH;

70%
rac-coniine

Schéma 13 : Synthese de la rac-coniine par Girard.

En 2010, Airiaud propose une nouvelle synthése de la rac-coniine en utilisant la réaction
d’hydroformylation des homoallylamines comme étape clef. Il utilise pour cela un complexe de
rhodium qui réagit avec I'amine homoallylique 24 dans un mélange d’hydrogéene et de monoxyde de
carbone. L'énamide 25 est obtenue avec un rendement de 84%, puis celle-ci subit une réduction
compléte en rac-coniine en présence d’hydrogéne et de catalyseur de Pearlman. La coniine est
synthétisée avec un rendement global de 54% sur 3 étapes [263] (Schéma 14).

AN Rh(CO),, BiPhePhos | H,, PdOH)/C
2y 2

H,/CO . .

—_——— —
C3H7 NHCbz E—— C3H7 l\ll rac-coniine, 64%
Cbz

24 25, 84%

Schéma 14 : Synthese de la rac-coniine par Airiaud.

La méme année, Xiao applique l'alkylation réductrice des lactames a la synthése racémique de la
coniine a partir de la N-benzylpipéridinone 26. La fonction carbonylée est activée a I'aide du couple
Tf,0/DTBMP dans le but d’additionner le bromure de propyle magnésium. L’aminal intermédiaire est
alors réduit par LiAlH4 pour conduire a la pipéridine 27. Cette derniere est directement convertie en
chlorydrate de coniine par hydrogénation catalytique dans le méthanol acide avec un rendement de
85% [260] (Schéma 15).
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1) Tf,0, DTBMP, CH,Cl, H,, Pd/C, MeOH/HCI
> »  rac-coniine*HCI, 85%

’}l 0] 2) 03H7MgBr, -78°C N C3H7
Bn 3)LiAIH, Bn
26 27

Schéma 15 : Synthése de la rac-coniine par Xiao

La réaction tandem de type aza-Prins a été utilisée par Reddy pour effectuer la synthése de la coniine.
Ainsi, il effectue la condensation de I’homoallylamine N-tosylée 28 avec le n-butyraldéhyde pour
former un ion iminium qui se cyclise sur la double liaison éthylénique terminale pour former la 4-iodo-
2-propyl-pipéridine 29 avec un rendement de 92%. L'atome d’iode est ensuite retiré par voie
radicalaire par chauffage en présence d’hydrure de tributylétain (BusSnH) et d’azobisisobutyronitrile
(AIBN) dans le toluéne pour former la 2-propyl-pipéridine 30. La déprotection de I'atome d’azote est
effectuée par une solution de naphtalénure de sodium pour synthétiser la coniine avec un rendement
global de cette séquence réactionnelle de 79% [264] (Schéma 16).

(@) Ga|3, |2

+ L CH,Cl,

H Cz3H;, ——— [}j C3H-

NHT:
s Ts
28
29, 92%
Bu3SnH, AIBN Na, naphtalene
M» L rac-coniine, 90%
95% N™ CsHy
Ts
30

Schéma 16 : Synthese de la rac-coniine par Reddy

En 2013, Dion a choisi la coniine comme composé modele pour étudier la réaction d’hydroamination
intramoléculaire de type Cope. Le précurseur 32 est synthétisé a partir de la tétrahydro-2H-pyran-2-
one 31 par réduction au DIBAL puis oléfination selon la méthode de Wittig de I'aldéhyde intermédiaire.
Une réaction de type Mitsunobu en présence de BocNHOBoc permet d’accéder a I’'hydroxylamine 33
avec de bons rendements. Cette derniere est alkylée a I'aide de bromure d’allyle en présence de
carbonate de potassium dans le THF, puis la cyclisation en pipéridine intervient lors du chauffage a 150
°C de I'allylamine 34 dans un mélange d’eau et de benzéene pour produire I’"hydroxylamine 35. La
réduction de la liaison N-O est réalisée a I'aide de zinc en milieu acide pour former la coniine. Cette
derniére réaction constitue I'étape limitante de cette synthese puisque la coniine est obtenue avec un
rendement global de 2% [265] (Schéma 17).
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Schéma 17 : Synthese de la rac-coniine par Dion

Une seconde synthése racémique de la coniine a été réalisée par Vu au laboratoire. L’a-aminonitrile
36 est préparé par modification de la réaction de Fry par réduction ménagée d’un sel de pyridinium
puis par action de cyanure de sodium sur la 1,2-dihydropyridine intermédiaire. L’a-aminonitrile 36 est
alkylé par action successive de LDA et de iodopropane pour former la As-pipéridine 37 suite a la
réaction de décyanation réductrice. La double liaison éthylénique est saturée a |'aide du catalyseur de
Wilkinson pour conduire a I'amine 38, qui est ensuite déprotégée par hydrogénation catalytique. Les
deux énantiomeres de la coniine 39 et 40 sont obtenus suite au dédoublement du mélange racémique
a l'aide d’acide (+)-mandélique [266] (Schéma 18).

1) LDA, THF
Bn 2) CaHl Bn Bn
N_ _CN 3)NaBH,;, MeOH _N___CsH; RhPPh3, MeOH, H, N.__CsHy
J — U J
36 37, 66% 38, 85%

CsHy

Pd/C \\CsH7
MeOH Q U
—_— —»

(+)-mandélate )-mandélate, Et,O

(=)-coniines(+)- (+)-coniines(-)-
mandélate, 39, mandélate, 40,
55% 45%

Schéma 18 : Synthese de la rac-coniine par Vu

La derniere synthése de la rac-coniine a été effectuée par réaction de Mannich entre le 5-
bromopentanal, I'anisidine et I’acétone. La réaction est catalysée par la proline conduisant de maniére
guantitative a la pipéridine 41. La fonction carbonylée est réduite en deux temps en groupement
méthyléne par réduction du dithiane correspondant a I’aide du couple NiCl,/NaBH,. Le groupement p-
méthoxyphenyl (PMP) est retiré par voie oxydante a |'aide de nitrate de cérium et d'ammonium
aboutissant alors a la formation de la rac-coniine sous la forme de son carbamate 42 avec un
rendement final de 62% [267] (Schéma 19).
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Schéma 19 : Synthese de la rac-coniine par Chacko

3. Synthése de la rac-tylophorine

La synthése de cet alcaloide phénanthroindolizidinique a été étudiée dés 1961 par Govindachari. [268]

OMe OMe

MeO ]\ MeO

C v D!
> /

MeO MeO l

OMe

4t rac-tylophorine

Schéma 20 : Synthese de la rac-tylophorine par Govindachari.
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Apreés plusieurs tentatives infructueuses, il réussit a condenser le bromure de pyrrylmagnésium sur le
2,3,6,7-tétraméthoxy-9-chlorophénanthrene 43 pour former le pyrrole 44. Une réduction compléte en
pyrrolidine 45 est réalisée en présence de catalyseur d’Adams (PtO;) pour ensuite synthétiser le dérivé
formylé correspondant 46. Ce dernier composé subit une réaction de Bischler-Napieralsky en présence
d’oxychlorure de phosphore, pour produire I'ion imminium intermédiaire 47 dont la réduction par
NaBH4 dans le méthanol fournit la rac-tylophorine (Schéma 20). Comme il est d’'usage a I’époque, le
mélange racémique est résolu en ses deux antipodes optiques a I'aide d’acide camphorsulfonique.
Bien que les pouvoirs rotatoires soient mesurés avec précision, la configuration absolue de chaque
énantiomere n’a pu étre déterminée a ce stade.

En 2012, Lahm réalise la synthese totale de la rac-tylophorine en 3 étapes en utilisant le réarrangement
de Stevens comme étape clef. Pour cela, il effectue la condensation du dérivé dibromé 48 avec la 2-
cyanopyrrolidine 49 en présence de DIPEA fournissant ainsi le sel d’ammonium spirocyclique 50.
L'action du KHMDS (bis(triméthylsilyl)amide) sur ce composé se traduit par la formation d’un ylure
intermédiaire qui se transpose en a-aminonitrile 51 qui, en raison de son instabilité, n’a pas été isolé.
L'étape de décyanation réductrice est finalement effectuée a 'aide de cyanoborohydrure de sodium
pour former la tylophorine avec un rendement final de 58% [269] (Schéma 21).

OMe 49 MeO OMe
e
MeO O—CN O NC
N
‘ Br H N+ KHMDS, THF
Br
DIPEA -
O O Br 85%
MeO MeO
OMe OMe
48 50, 68%

NaBH;CN _
rac-tylophorine, 85%

Schéma 21 : Synthese de la rac-tylophorine par Lahm

La méme année, Xu utilise les sels de rhodium (lIl) pour catalyser la cyclisation de I'acide hydroxamique
52 en pyridone 53. Une fois obtenu, le composé est ensuite converti en indolizidine 54 par réaction de
Mitsunobu. Le groupement triméthylsilyl est retiré de la molécule a I'aide de fluorure de tétrabutyl
ammonium, puis une réduction selon les conditions de Moore (LiAlH4/AICl3) permet d’obtenir la rac-
septicine 56 avec un rendement de 81%. Enfin, un couplage oxydant entre les deux noyaux catéchols
par action de VOF; permet de finaliser la synthese de la rac-tylophorine avec un rendement total de
52% [270] (Schéma 22).
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Schéma 22 : Synthese de la rac-tylophorine par Xu.

En 2013, Lin décrit plusieurs voies de synthese de la tylophorine. L'une d’entre elle s’appuie sur la
condensation du iodobiphényle 58 avec la pyrrolidinone 59 selon les conditions décrites par
Sonogashira. L'alcyne 60 est ensuite cyclisé en phénanthréne 61 par chauffage au reflux de la N-
méthyl-pyrrolidone (NMP) en présence de DBU. La fonction carbonylée est réduite par LiAlH4. Apres
déprotection par hydrogénolyse, le composé 62 obtenu se cyclise selon les conditions de Pictet-
Spengler pour former la rac-tylophorine avec un rendement de 84% [73] (Schéma 23).

OMe OMe

MeO MeO
0 = ®
BnN

(Ph3P),PdCl,, Cul DBU, NMP
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> O HN —— > rac-tylophorine, 84%
MeO l
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Schéma 23 : Synthese de la rac-tylophorine par Lin
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En 2016, Yao étudie la synthése de composés a noyau phénanthréne par condensation de dérivés de
I’acide cinnamique et du triflate 64 précurseur d’'un aryne formée par action d’'un complexe de
palladium. L'application de ce protocole au dérivé iodé 63 s’est traduit par la formation du
phénanthréne 65 puis du lactame 66 qui constitue un précurseur avancé vers la synthése de la
tylophorine [271] (Schéma 24).
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Schéma 24 : Synthese de la rac-tylophorine par Yao.

La derniére synthése de la rac-tylophorine a été publiée par Opatz en 2016. La séquence réactionnelle
débute par une réaction de Perkin entre le vératraldéhyde et I'acide homovératrique permettant la
synthése de l'acide cinnamique 67. Un couplage oxydant réalisé en présence du couple
NaNO,/oxygeéne permet d’accéder a la phénanthréne 68, puis cette derniére est condensée avec la
penteénamine pour former I'amide 69. Une réaction de iodo-cyclisation réalisée par action d’iode
moléculaire permet la formation de la pyrrolidine 70. La construction de I'indolizidine constitue I'étape
clef de I'approche proposée par Opatz qui opte pour un couplage radicalaire suite a la coupure
homolytique de la liaison carbone-iode au contact de tetrakis(triphenylphosphine)palladium (0). Le
lactame pentacyclique 71 ainsi formé sera réduit par LiAlH, pour donner la rac-tylophorine avec un
rendement total de 41% [272] (Schéma 25).
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Schéma 25 : Synthese de la rac-tylophorine par Opatz.
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D. Plan de synthese

En examinant les structures des trois composés sélectionnés pour notre étude, on peut remarquer
gu’ils possedent tous un carbone tertiaire situé en position o de I'atome d’azote (C2) (Schéma 26). On
peut alors imaginer une approche basée sur I'assemblage de différents fragments carbonés sur ce
carbone central. Une premiére déconnection (d1) au niveau du cycle azoté aboutit a un premier
fragment (F1) porteur d’'une chaine alkyle terminée par un groupement cyclisant (Z). La seconde
déconnection (d2) libére une chaine alkyle qui constituera le futur systeme hétérocyclique ainsi qu’une
amine (F3) qui sera obtenue par la condensation d’un dérivé halogéné (F4) et de I'aminoacétonitrile.
Nous avons donc décidé d’étudier la chimie de I'a-aminoacétonitrile qui a surtout été utilisé comme
précurseur de la glycine mais dont 'utilisation demeure délicate en raison de sa toxicité. Pour répondre
a nos objectifs de synthése nous avons retenu l'utilisation d’un équivalent synthétique tel que le N,N-
dibenzylaminoacétonitrile.

d2
" J
d1 R
2 >
di — N7 "R — Z/\m
2
d3 F1
02 S o
S Z\/H\/Y + ———> RX + r
NH, NH,
F2 F3 Fa

Schéma 26 : Schéma rétrosynthétique de la synthése d’alcaloides

De maniére plus générale, la réactivité des N,N-dialkylaminoacétonitriles a été assez peu étudiée. En
1978, Gilbert Stork étudie I'alkylation séquentielle du N,N-diéthylaminoacétonitrile 72 en présence de
LDA et d’agents alkylants tels que le 2-(2-bromoethyl)-1,3-dioxolane et le 1-iodo-3-hexene. Il obtient
alors I'aminonitrile a structure quaternaire 74 qui, chauffé au reflux de I’éthanol en présence de CuSO,4
permet d’obtenir la cétone 75 [273] (Schéma 27). Cette réaction illustre la fragilité de ces composés
qui se décomposent également sur colonne de gel de silice de la méme maniere. De plus, nous pouvons
affirmer que ces composés peuvent étre considérés comme des équivalents synthétiques d’anion
acyls.

CN LDA ( Q N LDA
—_— o —_—
NEt; { 0 NEt, CaHs

72 O)\/\Br 73 NGNS

CN C,Hs CuSOy, EtOH, reflux o} CyHs
OW EE—— O\,/\)J\/\/
</o NE, </0
74 75

Schéma 27 : Synthese de la cétone 75 par Stork.
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Plusieurs études d’alkylation du N,N-dibenzylaminoacétonitrile ont été réalisées ces derniéres années,
celles-ci sont résumées dans le schéma 28. Leclerc effectue la condensation de divers aldéhydes pour
obtenir des aminoalcools tout en contrdlant la configuration relative des substituants [274]. Guillaume
utilise le 1,5-bromopentane pour synthétiser un a-aminonitrile présentant un carbone spiranique
[275]. Enfin Bahde réalise la synthése d’a-aminonitrile a structure quaternaire par condensation
successive de iodométhane et du 5-bromopentene [276].

NBn, 1) LDA NBn, NBn;
R
NC) M» NC/'\./R * NC/H/ Leclerc

max 90% OH OH

76 anti 95:5 syn
1) '—Dé Bn,N__CN

76 2) Br(CH,)sBr Guillaume

40%

1) LDA, DMPU, Mel

Brao ™~ NCMe
76  2)LDA DWPU, N BN N Bahde
47% sur 2 étapes

Schéma 28 : Utilisation du N,N-dibenzylaminoacétonitrile en synthése organique

Ainsi, dans la continuité de ces travaux, le N,N-dibenzylaminoacétonitrile sera ici utilisé comme source
d’azote pour la synthese d’alcaloides de type pyrrolidine (bgugaine), pipéridine (coniine) et indolizidine
(tylophorine). L’analyse rétrosynthétique et les fragments carbonés utilisés correspondants sont
représentés dans le schéma 29. Nous décrirons tout d’abord I'optimisation de la synthése des agents
alkylants qui ne sont pas commerciaux, puis dans une seconde partie, nous décrirons nos travaux sur
I’étude de I'alkylation du N,N-dibenzylaminoacétonitrile.
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BnO CsHy  Bno [
rac-coniine : n M/ 3 Mo ™" CsHyl

NBn,
F1 F2,n=2 F4

OCHs
OCH;

H3;CO
H;CO I O
Br
OBn

rac-tylophorine > O

NBn,

HsCO
H3CO Ton,
OCH,

F1 F2

CyH
rac-bgugaine > Bnow 14M29 - Bn o~ CiaHagl
NBn2
F1 F2,n=1 F4

Schéma 29 : Plan de synthése de la coniine, de la tylophorine et de la bgugaine par approche bidirectionnelle
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A. Synthese du N,N-dibenzylaminoacétonitrile 76

La synthése de I'a-aminonitrile 76 (Schéma 30) a été effectuée selon le mode opératoire utilisé par
Bahde [276], par condensation du chloroacétonitrile avec la dibenzylamine dans I’acétonitrile en
présence d’une base de Hinig (N,N-diisopropyléthylamine, DIPEA) et d’une quantité catalytique (5-
10% en masse) de iodure de tétrabutylammonium (BusNI). La réaction est réalisée sous atmosphere
d’argon, a l’abri de la lumiéere et a température ambiante. Aprés 72 h d’agitation, le solvant est évaporé
et le mélange réactionnel est agité dans un mélange biphasique d’éther diéthylique et d’eau en
présence de sulfite de sodium. Le brut réactionnel est ensuite purifié sur colonne de silice et le
composé 76 est obtenu avec un rendement de 90% sous la forme d’une huile visqueuse qui se solidifie
au refroidissement. Apres broyage au mortier, une poudre blanche dont le point de fusion est de 53°C
est alors obtenue.

NC
H ; N
N + CICH,CN CH3CN/BuyNI (5% masse)= N.
Bn Bn L Bn Bn
base de Hunig
76, 90%

Schéma 30 : Syntheése du N,N-dibenzylaminoacétonitrile

L’analyse par RMN du proton est conforme avec les données de la littérature et on observe notamment
la présence d’un singulet (2 H) a 6 = 3.40 ppm et un second singulet (4 H) a § = 3.78 ppm. Ces deux
signaux sont attribués respectivement aux protons du groupement méthyléne en position o du
groupement nitrile et aux protons benzyliques.
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B. Synthése des dérivés halogénés
1. Synthese des iodures d’alkyles 78a-b par réaction d’Appel

Pour réaliser la synthese des fragments iodés nous avons protégé I'une des deux fonctions alcool du
1,3-propanediol et du 1,4-butanediol sous la forme d’un éther benzylique (Schéma 31). Cette
protection est effectuée par le bromure de benzyle dans le THF aprés formation d’un alcoolate suite a
I"ajout de 1,2 équivalents de NaH sur 5 équivalents de diol. Aprés réaction compléte, un équivalent de
bromure de benzyle est ajouté dans le milieu réactionnel qui est agité pendant 12 h a température
ambiante puis a reflux pendant 4 h. Quatre volumes d’éther diéthylique sont ajoutés puis la phase
organique est lavée a I'eau par 4 lavages successifs pour éliminer I'exces de diol. Le brut est ensuite
purifié sur colonne de silice pour donner les composés 77a et 77b avec des rendements respectifs de
70% et de 85% calculés a partir de la quantité de bromure de benzyle introduite en défaut.

La synthése des dérivés halogénés est ensuite réalisée par la réaction d’Appel qui permet la conversion
directe d’un alcool primaire en dérivé halogéné correspondant [277]. Ce protocole est ensuite revu par
Garegg en 1984, et celui-ci propose d’agiter I'alcool dans le dichlorométhane en présence de
triphénylphosphine, d’imidazole et d’iode moléculaire [278,279][280,281]. A un équivalent des
composés 77a et 77b a 0 °C sous atmosphére inerte sont ajoutés 1,2 équivalents de
triphénylphosphine et 1,8 équivalents d’'imidazole dans le dichlorométhane puis 1,3 équivalents de
diiode sont additionnés a la spatule sur une durée de 30 min. La disparition de la coloration
caractéristique de l'iode au fur et a mesure de I'ajout témoigne de sa consommation et donc de la
formation du complexe PPhsl; en solution. Aprés 2 h de réaction, I'exces d’iode est réduit par ajout
d’eau et de sulfite de sodium dans le milieu jusqu'a décoloration compléte de la phase aqueuse qui est
agitée pendant au moins 30 minutes supplémentaires. Apres séparation de I'oxyde de triphényl
phosphine par deux lavages a I'éther diéthylique et par filtration sur colonne de gel de silice, les
produits 78a et 78b ont été obtenus avec des rendements respectifs de 70% et de 87%.

N 1) NaH, THF, 4 h, 20 °C

n
o a:n=1,70%
Ho\/gg\/OH 2) BnBr, 12h, 20 °C > HOM\/OBn b:n=2 850/(:7

77
I2—PPh3—Ir11idazgle .
CH,Cl,, 0 °C puis 20 °C, 1 h _ I\/Q\i/OBn zrr:z; 273(7)‘;2
78
C14H29Br > CqgHogl 78c, 98%
Nal, acétone, 20 °C, 48 h
78d, 55%

Brwa} . |/\/OK/O>

Schéma 31 : Synthese des dérivés iodés 78a-d
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2. Synthése des iodures d’alkyles 78c et 78d par substitution nucléophile par le Nal

Les composés iodés 78c et 78d ont été obtenus a partir des dérivés bromés commerciaux
correspondant. Apres avoir été préalablement séché sous vide pendant 1 h a 50 °C, 2 équivalents de
Nal ont été solubilisés dans I'acétone avant I’addition des bromures d’alkyle correspondants. Aprés 72
h d’agitation et une purification sur colonne de silice, les produits 78c et 78d sont récupérés avec des
rendements respectifs de 98% et 55%. Le produit 78d présente une certaine instabilité sur silice
expliquant un rendement plus faible pour cette réaction.

3. Synthése du dérivé phénanthrene bromé 78e

a. Plan de synthese a partir de I'ester cinnamique 80

OCH, ScH:

HyCO O H,CO
O COzMe

|l||ﬂ e |

HsCO HoCO O

OCH, OcH,
78e 80

Figure 135 : Syntheése du dérivé bromé 78e a partir de I'ester cinnamique 80

Dans la littérature, le cinnamate 79 est généralement obtenu par condensation de I'acide 3,4-
diméthoxyphényle acétique avec le vératraldéhyde selon une réaction de Perkins que I'on réalise en
présence de triéthylamine et d’anhydride acétique (Schéma 32). Apres 48 h de chauffage, nous avons
constaté la formation d’une quantité importante de goudrons. Une solution de carbonate de sodium
est utilisée pour traiter le brut réactionnel puis de I'acide chlorhydrique concentré est ajouté pour
acidifier le milieu. L’acide cinnamique 79 précipite a pH = 4 sous la forme d’un seul diastéréoisomere
avec un rendement maximal compris entre 25% et 30%. L'estérification de ce composé est ensuite
réalisée dans le méthanol en présence d’acide sulfurique en quantité catalytique pour former 'ester
80 avec un rendement de 40%.
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H3CO:©\/ CHO

Ac,0, NEt
CO,H 2%, 3
H,CO 2 * >

HsCO

OCH,4

,CO H,CO

H

O CO,H H,S04/MeOH CO2CHg
HsCO | 2 >  HiCO
A

,CO H3CO

OCH;8 OCH,

79 80

Schéma 32 : Synthése de I’acide cinnamique 80 selon la réaction de Perkins

Les faibles rendements obtenus avec cette méthode nous ont poussé a essayer une synthése multi-
étapes décrite par Ozeki pour la synthese d’esters o, [3-insaturés. La condensation se fait alors entre
I’ester méthylique de I'acide 3,4-diméthoxyphényle acétique et le vératraldéhyde. La premiere étape
consiste donc en une estérification de notre acide dans le méthanol en présence de 2 équivalents de
chlorure de thionyle. On remarquera en RMN *H, I’équivalence magnétique fortuite de tous les protons
aromatiques qui résonnent sous la forme d’un singulet (3 H) a 5=6.78 ppm.

OCH;,4 OCHj
HsCO SOCI,, MeOH HsCO

’

CO,H CO,CH;

81

Schéma 33 : Préparation de I'ester 81

b. Synthese aldolique du composé 82

La seconde étape est une réaction d’aldolisation entre I'ester 81 et le vératraldéhyde présentée dans
le schéma 34. Pour cela, il convient de former I’énolate A par addition de 1,5 équivalents de LDA sur
I’ester 81 dans le THF agité a —80°C pendant 40 min. Le vératraldéhyde en solution dans du THF est
ensuite ajouté.

Différentes conditions ont été testées en modifiant la stoechiométrie des réactifs, la durée de la
réaction ou la température du milieu réactionnel. Pour chaque expérience, le pourcentage de
conversion de I'ester 81 en aldol 82 est mesuré par RMN du proton en effectuant les rapports des
intégrations relatives des protons H-3 qui résonnent sous la forme de deux doublets a 6=5.10 et 5.20
ppm et du proton aldéhydique du vératraldéhyde (Tableau 46).
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H3CO CHO OCHs
HaCO
e MO O CO,CH
2 3

OLi aldol

Z NOCH,

gy DA THF —80°C HsCO

OH

—~————

retro-aldol H-3
A H;CO
OCHj;

82

Schéma 34 : Synthese aldolique du composé 82

Tableau 46 : Réaction d’aldolisation entre I’ester 81 et le vératraldéhyde

Entrée 81 (équiv) Et,0eBF; Température Conversion (%)
(équiv) (°C)
1 1,3 — 1h -20 10
2 1,3 - 12 h 0 70
3 1,3 — 24 h 0 50
4 2 - 24 h 0 75
5 1 1 1h -30 50
6 1,3 2 3h 0 44
7 1,2 1 15 min -80 54
8 1,2 1 30 min -60 55
9 1,2 0,2 5 min -80 90
10 1,1 0,10 15 min -80 87
11 1,2 0,15 8 min -80 95

La premiere expérience a —20 °C permet de constater une faible conversion aprés 1h de réaction
(entrée 1). Cette hypothese est confirmée par I'entrée 2 qui montre qu’un traitement prolongé de 12
h fournit un taux de conversion de 70%. |l semble qu’une durée d’expérience supérieure (ici 24 h dans
I’entrée 3) provoque une diminution de ce taux de conversion avec une stabilisation a 50 %. Cette
derniére constatation est en faveur de la présence d’une réaction de rétro-aldolisation et donc de la
formation d’un équilibre entre les deux composés en présence. De I'éthérate de BF; a alors été ajouté
au milieu dans le but d’améliorer les rendements, il a tout d’abord été introduit en quantité
stoechiométrique (entrée 5).

Aprés 1 h d’agitation on constate un taux de rendement amélioré a 50 % par rapport a I'entrée 1. Des
essais réalisés sur des délais plus courts de 15 et 30 min a —80 et —60 °C (entrées 7 et 8) montrent un
taux de conversion comparable et donc une stabilisation de la réaction a I’équilibre. Ces données
indiquent que I'éthérate de BF; favorise effectivement la réaction d’aldolisation en se complexant sur
le groupement aldéhyde car on observe une accélération de la formation du composé 82. Cependant
cela montre également qu’il induit la réaction rétro-aldol. L'acide de Lewis a ensuite été ajouté en
guantité sous-stoeechiométrique pour remédier a cet inconvénient et I'expérience a été réalisée a des
températures basses (entre —60 et —80 °C) et sur une tres courte période (entrées 8 a 10) pour favoriser
une complexation sélective sur la fonction aldéhyde. Le meilleur taux de conversion (entrée 11 ; 95 %)
a été obtenu avec 0,15 équivalent d’éthérate de BF; pour 1,2 équivalent d’ester 81 ajouté sur un
équivalent de vératraldéhyde et en effectuant la réaction a —80 °C. Le traitement de la manipulation
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semble également avoir une grande importance sur le rendement final. En effet, il semble que les
meilleurs rendements soient obtenus lorsque le mélange réactionnel est versé rapidement sur une
solution de chlorure d’ammonium a 10% dans I’eau. L’influence de ce paramétre est actuellement a
I’étude au laboratoire.

Lorsque la réaction est effectuée en présence d’éthérate de BFs, I'aldol 82 est obtenu sous la forme de
deux diastéréoisomeres selon un rapport 1 :1. Le brut réactionnel est traité puis agité dans I'éther
diéthylique ce qui conduit a la formation d’un précipité blanc (30%, PF = 140 °C) qui correspond au
composé R*,R*-82 dont la configuration relative a été déterminée en comparant les données
spectrales obtenues expérimentalement avec celles de la littérature.

OCHj, OCHj3

HsCO HyCO
O COZCH3 O ‘\\COZCH3

ether diéthylique
OH O OH
H;CO

OCHj, OCHjg

H;CO

R*R*82: pf =140 °C R* S*82 huile

Schéma 35 : Séparation des diastéréoisomeres par cristallisation fractionnée.

Les composés 82 ont ensuite été acétylés par de I'anhydride acétique en présence d’une quantité
catalytique de DMAP dans la pyridine. L'exces d’anhydride acétique est détruit aprés 1 h d’agitation
par I'ajout de 10 équivalents de méthanol, la fin de la réaction est contrdélée par RMN H.

L’addition d’éther diéthylique sur le brut réactionnel provoque la précipitation du composé acétylé
R*,R*-83 sous la forme d’une poudre blanche (30%, PF = 174 °C).

OCHj4 OCHj3

HsCO H5CO
O CO,CHg3 O WCO,CH3
Ac,0, pyridine, DMAP (cat.)
82 > +
1h ta. O OCOCH; O OCOCH;
H,CO

HsCO

OCH;,4 OCHj3

R*R*-83, pf =174 °C R* S*83 huile

Schéma 36 : Acétylation et cristallisation fractionnée du composé R*,R*-83

L’ester cinnamique 80 est finalement obtenu par chauffage a reflux du composé 83 (sous la forme d’un
mélange de deux diastéréoisomeres) dans le toluéne en présence de DBU pendant 3 h. Ceci provoque
la perte d’'une molécule d’acide acétique et donne le composé 80 avec un rendement de 80% calculé
a partir du vératraldéhyde. La purification est simplement réalisée par recristallisation dans I'éther
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diéthylique et I'analyse par RMN montre que seul le diastéréoisomeére de configuration E de I'ester 80
est obtenu.

OCH,4

H5CO
DBU, toluéne, reflux, 3 h O COsMe

83 >
H5CO E

OCH;

80

Schéma 37 : Synthese de I’ester cinnamique 80

c. Syntheése du phénanthréene 84

Le phénanthrene 84 a été obtenu par réaction de Scholl a partir de I'ester cinnamique 80 par oxydation
au DDQ (dichloro-dicyano-benzoquinone) (Schéma 38). La réaction est réalisée dans le
dichlorométhane a 0 °C en présence de quelques gouttes d’acide méthane sulfonique. L’ajout d’un
équivalent du réactif oxydant dans le milieu se traduit par I'apparition d’une couleur sombre
témoignant de la formation d’espeéces radicalaires et d’'un complexe de transfert de charge en solution.
Aprés 30 minutes d’agitation, une solution saturée de K,CO; est ajoutée pour arréter la réaction. Le
brut réactionnel est ensuite analysé par RMN du proton et montre la présence uniquement de 4
singulets avec des déplacements chimiques compris entre 7.74 et 8.64 ppm. La réaction est
guantitative et pour mieux comprendre les phénomenes mis en jeu une étude électrochimique par
voltammeétrie cyclique a été réalisée.

OCHs, OCHs

H,CO o HsCO OH
O CO,Me cl CN O CO,Me c CN
o —
O cl CN O cl CN
0 OH
H,CO HsCO

OCH; OCHj

80 DDQ 84 DDQH,

Schéma 38 : Synthese du phénanthréne 84 par réaction de Scholl

L’étude électrochimique a été réalisée a |'aide d’une électrode de carbone vitreux plongeant dans le
dichlorométhane en présence d’hexafluorophosphate de tétrabutylammonium (BusNPFs) comme
électrolyte support. Le premier voltampérogramme cyclique (en bleu, figure 136) a été réalisé a une
vitesse de balayage de 0,1 V/s en I'absence de substrat a oxyder et montre I’absence de pic d’oxydation
entre 0 V et 2,5 V. L'ajout de I'ester cinnamique 80 a une concentration de 5 mM se traduit par
|"apparition de deux pics d’oxydation a Ep:®* = 1,9 V et Ep,®™ = 2,1 V avec un pic cathodique sur le
balayage retour a Ep;®=1,6 V (en rouge, figure 136).
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Figure 136 : Voltampérogramme cyclique de la solution seule (-). Voltampérogramme cyclique de I’ester cinnamique 80 (-).

Pour compléter ces premiéeres informations, nous avons décidé de réaliser I'étude électrochimique du
phénanthréne 84 dans les mémes conditions opératoires. Le voltampérogramme cyclique (Figure 137)
obtenu sur une solution de phénanthrene 84 montre la présence d’un pic d’oxydation assez mal défini
a un potentiel anodique Ep,®™ = 2,1V et surtout un pic cathodique au balayage retour a Ep;®=1,6 V.

On constate surtout I'labsence du premier pic anodique a Ep:® = 1,9 V qui correspond a |’oxydation de
|’ester cinnamique en phénanthrene 84 selon un processus biélectronique irréversible. Nous pouvons
également affirmer que le phénanthrene 84 ainsi obtenu est susceptible de s’oxyder a des potentiels
plus anodiques en radical cation 84°* stable en solution qui présente un pic cathodique au balayage
retour.
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Figure 137 : Voltampérogramme cyclique du phénanthréne 84 ().

La derniere expérience tend a confirmer les hypotheses préalablement formulées. En effet lorsque le
balayage retour est effectué a un potentiel de 2,1 V lors de I'enregistrement du voltamperogramme
de I'ester cinnamique 80 (figure 137, courbe bleue), nous constatons la présence d’un seul pic
anodique Ep;” = 1,9 V avec la quasi disparition du pic cathodique au balayage retour. Dans ce cas,
seule I'oxydation de I’ester cinnamique en phénanthréene 84 est enregistrée.

Le mécanisme du couplage est représenté sur le schéma 39. Le premier transfert biélectronique
conduit vraisemblablement a la formation du composé B en raison des potentiels d’oxydation quasi
identiques des deux cycles aromatiques. La réaction de couplage des deux radicaux cations conduit a
la formation du composé C qui par perte de deux protons évolue spontanément vers le phénanthrene
84. On remarquera également que dans les conditions de I'expérience réalisée en présence de DDQ,
le produit de la réaction n’est pas oxydé en radical cation correspondant ce qui laisse penser que les
mécanismes de transfert électronique entre I’oxydant chimique et par voie anodique possédent des
sélectivités différentes.
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Figure 138 : Voltampérogrammes cycliques, a) phénanthréne 84 de 0 a 2,5 V, b) ester cinnamique 80 de 0 a 2,1 V.

OMe OMe
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-2 H* Ep®=+2,1V
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Schéma 39 : Mécanisme proposé pour la synthése et les propriétés redox de la phénanthréene 84.

d. Synthése du dérivé bromé 78e

Dans un premier temps la fonction ester du phénanthrene 84 a été réduite en alcool 85 par action d’un
exces de LiAlH4, puis la synthése du dérivé bromé 78e a été réalisée a I'aide de PBrs.

MeO MeO

L|AIH4, THF OH _PBrs CH,Cl,

MeO MeO

85 78e

Schéma 40 : Syntheése du dérivé bromé 78e
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C. Synthese des a-aminonitriles 86a-e

La suite de notre travail a consisté a alkyler le N,N-dibenzylaminoacétonitrile 76 par les différents
précurseurs iodés (78a-d) précédemment synthétisés. Cette étape est réalisée en présence de LDA
formée par I'ajout d’une solution commerciale de n-Buli (1,6 M) a =80 °C sur une solution de
diisopropylamine dissoute dans le THF.

. a:R=C3H;, 87%
NC NC Li NC._ R 3M7,
N LDA, THF, -80 °C__ Y RI b : R =CsHys5, 85%
o _N. N. c:R= C14H29, 73%
Bn” "Bn W Bn Bn Bn” "Bn d:R= (CH;)30Bn, 66%
)
76 D 86a-e e:R= /\(\) ,63%
0

Schéma 41 : Synthése des a-aminonitriles 86a-e

Dans un premier temps, nous avons voulu vérifier la stabilité de I'anion D formé lors de la premiére
étape de déprotonation. L’ajout rapide (a I'aide d’une canule) d’un équivalent de LDA sur une solution
d’a-aminonitrie 76 dans le THF maintenue a —80 °C se traduit par I'apparition progressive d’une
couleur rouge caractéristique de la formation de I'anion attendu. Le milieu est maintenu a —20 °C
pendant 2 h avant d’ajouter un exces de méthanol. Apres traitement, le brut réactionnel est purifié sur
colonne de gel de silice conduisant a la récupération du produit de départ avec un rendement de 75%.
Ce rendement relativement faible pour une telle réaction montre que |'a-aminonitrile métallé D est
relativement instable a des températures supérieures a —30 °C et est donc susceptible de polymériser.
Pour pallier cet inconvénient, I'étape de déprotonation sera désormais réalisée sur une heure a une
température n’excédant pas —40 °C.

Cette réaction a ensuite été optimisée en utilisant le 1-iodopropane comme électrophile. Aprés ajout
de 1,2 équivalents de LDA, le milieu est de nouveau refroidit a —80 °C et 1,1 équivalents de 1-
iodopropane sont alors ajoutés sur I'anion D en solution. On observe alors une décoloration
progressive du milieu avec la remontée en température ainsi que I'apparition transitoire d’un précipité
blanc entre —30 et —20 °C qui correspond a 'iodure de lithium formé lors de la réaction.

La réaction est ensuite stoppée par ajout d’eau puis d’éther éthylique, le brut récupéré dans la phase
organique est ensuite purifié sur colonne de silice. Le composé 86a est alors obtenu avec un rendement
de 87%. Le spectre RMN 'H confirme la structure du composé attendu et nous pouvons y constater
qgue les protons benzyliques qui résonnaient initialement sous la forme d’un singulet apparaissent
désormais sous la forme d’un systeme AB (/= 13,8 Hz) 6= 4,0 et 3,4 ppm en raison de la présence d’un
carbone asymétrique sur la molécule.

Les composés 86b-e sont obtenus avec des rendements compris entre 63% a 81% en suivant le méme
protocole opératoire. Le composé 86d a été obtenu sous forme de cristaux par cristallisation lente
dans le toluéne, ceux-ci ont ensuite été analysés par diffraction des rayons X.

234



ACTEIIl = Scene 2

D. Synthése du précurseur azoté de la rac-bgugaine

L’étape suivante de la synthése de la rac-bgugaine consiste en une seconde alkylation de I'aminonitrile
86d avec le 1-iodotétradécane 78c (Schéma 42). Le procédé est le méme que celui décrit pour la
premiere étape d’alkylation c’est-a-dire une déprotonation avec 1,2 équivalent de LDA réalisée a —80
°C dans le THF. On observe comme précédemment 'apparition d’'une couleur rouge. Aprés 2h
d’agitation le milieu est de nouveau refroidit a —80 °C puis I’agent alkylant est ajouté provoquant une
décoloration du milieu. La réaction est stoppée par ajout d’éthanol et le brut réactionnel est analysé
par RMN H sur laquelle on peut constater la quasi-disparition des signaux correspondants aux produits
de départ. La décyanation réductrice est ensuite réalisée in situ sans passer par I'étape de purification
du composé 87a du fait de son instabilité sur silice (menant a la cétone correspondante). On ajoute
alors 4 équivalents de NaBH4 au milieu réactionnel qui est alors constitué d’'un mélange de THF et
d’éthanol en proportion 1/1.

Le produit de décyanation 88a est obtenu avec un rendement de 15% ce qui s’explique par un
encombrement stérique treés important du dérivé 78c génant I'incorporation de cette chaine en une
seule étape. Cependant, 'amine 88a est tres bien séparée du brut réactionnel par chromatographie
sur gel de silice avec un mélange éluant d’éther diéthylique et d’éther de pétrole (2/98).

NaBH,, THF/EtOH,

1) LDA CN 20 °C, 12 h puis reflux 3 H
86d —— > c14H29+(CH2)3OBn - C14H29Y(CH2)3OB”
2) 78c NBn2 NBn2
87a 88a, 15%

Schéma 42 : Synthese du précurseur azoté 88a de la rac-bgugaine

On peut constater sur le spectre obtenu par analyse RMN du proton que les protons benzyliques
apparaissent sous la forme d’un systeme AB (J = 13.6 Hz) centré a ¢ = 3.6 du fait de la dissymétrie des
chaines alkyles portées par le carbone C2.

Etant donné les faibles rendements obtenus lors de I'alkylation de I'a-aminonitrile 86d, un essai
d’alkylation par le 1-iodoheptane a été réalisé (Schéma 43). Apres I'addition de 1,2 équivalent de LDA
sur I'a-aminonitrile 86d, I'ajout de 1,1 équivalent de 1-iodoheptane se traduit par la décoloration du
milieu. Aprés évaporation des solvants, la décyanation réductrice est effectuée sur le brut réactionnel
par ajout de 4 équivalents de NaBHs. Le produit 88b est alors obtenu avec un rendement de 47 %. Ces
premiers résultats montrent que |'étape d’alkylation semble se dérouler avec de moins bons
rendements lorsque I’a-aminonitrile possede une chaine latérale encombrée.

NaBH,4, THF/EtOH,
CN

LDA | 20 °C, 12 h puis reflux, 3 H C-H CH.).0Bn
86d C7H15_|—(CH2)3OBn > 7 15Y( 2)3
n-C7H15| NBn2 NBn2
87b 88b, 47%

Schéma 43 : Synthese du précurseur azoté 88b
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E. Synthése du précurseur azoté de la rac-coniine

Le précurseur de la rac-coniine 88c est obtenu en utilisant la méme suite réactionelle que pour la
synthése du composé 88a (Schéma 44). L’a-aminonitrile 86a est déprotoné par ajout de 1,3 équivalent
de LDA puis condensé avec le dérivé iodé 78b. La décyanation réductrice est également réalisée in situ
par 4 équivalents de NaBH,; et meéne a I'amine 88c. Cette réaction est partielle méme aprés une
agitation de I’échantillon pendant 24 h a température ambiante. Pour compléter la réaction, le milieu
a été chauffé a reflux pendant 3 h. Aprés traitement, et purification du mélange réactionnel sur
colonne de gel de silice, I'amine 88c est obtenue avec un rendement de 95%.

NaBH,4, THF/EtOH,

CN ; .
LDA 20°C, 12 hpuisreflux, 3H c.H CH-).OBn
86a C3H7+(CH2)4OBn - 3 7Y( 2)4
78b
NBn2 NBn2
87c 88c, 95%

Schéma 44 : Syntheése du précurseur azoté 88c de la rac-coniine

Des essais d’hydrogénolyse ont ensuite été réalisés en commengant par agiter une solution
éthanolique du composé 88c sous une pression d’hydrogene de 5 bars, en présence de palladium sur
charbon a 10%. Cependant, avec ce protocole on constate la présence du groupement OBn et le degré
d’avancement de la réaction varie de 0 a 50% suivant les expériences, ce qui peut étre expliqué par un
empoisonnement progressif du catalyseur au palladium. Nous avons ensuite effectué cette réaction
avec du catalyseur de Pearlman dans le méthanol, puis dans un mélange éthanol/méthanol (3 :7). De
cette maniere, il est possible d’obtenir des taux de conversion plus reproductibles en présence de
catalyseur de Pearlman (10% en masse), sous une pression d’hydrogene de 4 bars pendant 24 h.

L'amine primaire 89c n’est pas purifiée et une réaction de protection de I'amine par un groupement
tert-butoxycarbonyle est réalisée sur le brut réactionnel. Le carbamate 90c est hydrogéné
guantitativement en alcool 91c sous une pression d’hydrogene de 5 bars dans le méthanol, en
présence de Pd/C a 10% pendant 72 h. La poursuite de la synthese de la coniine est actuellement en
cours de finalisation au laboratoire.

Ha, Pd(OH); CsHy_(CH5),0Bn  B0C20, ACN, reflux

88c
4 bars, MeOH/EtOH 3:7 NH,
89c
H,/Pd/C
C3Hz(CH3)40Bn » Cj3H;_(CH,),OH
72 h
NHBoc 5 bars, NHBoc
90c, 60% 91c

Schéma 45 : Synthese de la rac-coniine a partir du précurseur 91c
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F. Essaide cyclisation en pyrrolidine

Un essai de cyclisation a néanmoins été réalisé sur le précurseur 88b de la 2-heptyl-pyrrolidine
(Schéma 46). Celui-ci a tout d’abord été débenzylé par hydrogénation catalytique en présence de
palladium sur charbon (avant optimisation avec le réactif de Pearlman). L'aminoalcool 92 a ensuite été
protégé par action de Boc,0O en présence de DIPEA fournissant ainsi 69% du composé 91b.

H,, Pd/C

= C7H15 (CH2)3OH BOCgO, ACN, reflux‘ C7H15 (CH2)3OH
88b - h >

4 bars, EtOH NH, NHBoc
92 91b

Schéma 46 : Synthése du composé 91b

Pour réaliser I'étape de cyclisation, la fonction alcool du composé 91b a été substituée par un atome
d’iode par la réaction d’Appel comme décrit pour la synthése des dérivés iodés 78 pour former le
composé 93 avec un rendement de 56 %.

Le produit 93 est ensuite dissous dans le THF puis 2 équivalents de NaH sont ajoutés au mélange
réactionnel. Apres 12 h d’agitation, quelques gouttes d’éthanol sont versées sur le milieu réactionnel
pour neutraliser I'excés de NaH et la pyrrolidine 94 est obtenue avec un rendement de 70%. Cette
étape de la synthése n’a actuellement pas été optimisée mais donne déja de bons rendements.

C,H CH,)30H CsH1s (CH2)sl
7H1s (CH2)3 _ NaH 6707H15
NHBoc I,—PPhs—Imidazole NHBoc THF, 12h N
CH,Cly, 0 °C puis 20 °C, 1 h Boc
91b 93 o4

Schéma 47 : Synthese de la N-Boc-2-heptyl-pyrrolidine 94

Conclusion

Ces études préliminaires montrent que la stratégie retenue doit pouvoir mener a la synthése des cibles
choisies. Certaines étapes doivent cependant étre améliorées tant en ce qui concerne les rendements,
que la sélectivité. A ce titre, les travaux actuellement réalisés au laboratoire portent sur l'utilisation de
nouveau groupements protecteurs de la fonction alcool terminale dans le but d’effectuer une
déprotection sélective de I'atome d’azote lors de la réaction d’hydrogénolyse. Nous avons également
remarqué que cette réaction doit étre poursuivie pendant au moins 7 jours pour que la réaction aille
ason terme. Dans ce cas, les amines primaires sont obtenues de maniére quantitative sans purification
ultérieure.
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A. Méthodes d’analyse.

Les chromatographies sur couches minces ont été réalisées sur des plaques de silice Silica Gel
60 F254 Plates (Merck) et la révélation est faite par une solution de KMnO, a I'exception du 1-
iodoheptane et du 1-iodotétradécane qui ont été révélés par de I'acide phosphomolybdique. Les
chromatographies sur colonne ont été effectuées avec du gel de silice 60 ; 0,063-0,200 nm (Merck).
Les mesures des points de fusion (PF en °C) ont été effectuées sur un banc chauffant Koffler. Les
spectres RMN ont été réalisés a 300 MHz (*H) et 75 MHz (*3C). Les déplacements chimiques (5) sont
exprimés en partie par millions (ppm). Le solvant est indiqué entre parenthése et les constantes de
couplages (/) sont indiquées en Hz. L'indexation des spectres a été réalisée en utilisant les abréviations
suivantes : s : singulet, d : doublet, t : triplet, g : quadruplet, m : multiplet, | : large.

B. Protocoles opératoires et analyse spectrale des composés obtenus.

1. Synthese de I’a-aminonitrile 76.

2-(dibenzylamino)-acétonitrile : 76

NC
]\l\ H NC NCW
Bn Bn _N. + w —_— >
Bn Bn Cl Bn” “Bn
Ci6H16N2
Masse molaire : 236,32
g.mol?

Dans un tube de Schlenk, on verse 100 mL d’acétonitrile qui sont désaérés par barbotage d’argon
pendant 15 mn. On introduit ensuite successivement: 10,0 g (9,7 mL, 50,69 mmol) de dibenzylamine ;
6,12 g (5,15 mL, 81,06 mmol, 1,60 equiv.) de chloroacétonitrile ; 9,82 g (13,28 mL, 75,98 mmol, 1,5
equiv.) de base de Hinig (DIPEA) et 0,5 g (10% en masse) de iodure de tétrabutylammonium. La
solution est agitée pendant 72 h a température ambiante sous atmosphere d’argon et a I'abri de la
lumiere. Le solvant est évaporé sous pression réduite pour conduire a une pate qui est agitée dans un
mélange biphasique d’éther diéthylique et d’eau contenant 2 g de bisulfite de sodium. Apres
décoloration de la solution, la phase organique est décantée puis évaporée sous vide. Le brut
réactionnel est dissous dans 20 mL d’un mélange de dichlorométhane et de cyclohexane (1/1). La
solution est déposée sur colonne de gel de silice (100 g) puis les composés sont élués successivement
par un mélange d’éther de pétrole et d’éther diéthylique (95/5) puis 90/10. L'excés de
chloroacétonitrile est élué dans les premieres fractions, puis I’a-aminonitrile 76 est ensuite obtenu
sous la forme d’une huile qui, aprés évaporation poussée des solvants pendant 2 h sous pression
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réduite, cristallise immédiatement a 20 °C pour conduire au composé 76 (10,6 g, 88%) qui est ensuite
broyé au mortier sous la forme d’une poudre blanche qui fond a 53 °C. Rs= 0,80 (EP/E, 80 :20)

RMN *H (CDCls, 300 MHz) 5= 3.40 (s, 2 H), 3.78 (s, 4 H), 7.10-7.36 (m, 10 H) ppm.

RMN 3C (CDCls, 75 MHz) 5= 40.9, 58.5, 115.8, 128.4, 129.2, 129.5, 137.7.

2. Synthése des alcools 77a,b.

3-(benzyloxy)-propan-1-ol : 77a

HO™ >""0oBn
HO_~_OH + BnBr —————>» HO~ " ~OBn

C10H1402
Masse molaire : 166,22
g.mol?

Dans un tube de Schlenk placé sous argon, on dissout 40 g (0,52 mole, 5,0 equiv.) de 1,3-propane-diol
dans 100 ml de THF anhydre. On ajoute progressivement, a la spatule sous agitation vive et sous
atmosphere d’argon, 5 g (0,12 mole, 1,2 eq) de NaH dispersé a 60% dans de la paraffine. La solution
est agitée a température ambiante pendant 1 heure jusqu’a arrét du dégagement d’hydrogéne. On
note la précipitation de I’alcoolate de sodium qui apparait sous la forme d’une pate incolore. On ajoute
ensuite lentement a la seringue 18,1 g (0,10 mole, 12,6 ml, 1,0 equiv.) de bromure de benzyle a la
suspension ainsi obtenue qui est laissée sous agitation pendant 12 h puis portée au reflux du THF
pendant 4 h. Le solvant est évaporé sous vide puis le résidu obtenu est dissous dans de I'éther
diéthylique. La phase organique est lavée 4 fois par 100 mL d’eau de maniére a retirer I'excédent de
1,3-propane-diol. Le solvant organique est évaporé sous pression réduite puis I'huile (15,0 g) ainsi
obtenue est soit purifiée par distillation sous pression réduite (70 °C, 10 mbar) soit par
chromatographie sur colonne de gel de silice (EP/E, 50 :50) pour conduire a 12,25 g (70%) du composé
77a sous la forme d’une huile incolore.

RMN *H (CDCls, 300 MHz) 5= 1.87 (quint., J = 5.8 Hz, 2 H), 2.38-2.35 (s, large, 1 H), 3.68 (t,J = 5.8 Hz,
2 H), 3.82 (t,J = 5.8 Hz, 2 H), 4.54 (s, 2 H), 7.26=7.37 (m, 5 H) ppm.

RMN *3C (CDCls, 75 MHz) 6= 32.2, 61.3, 69.0, 73.2, 127.69, 127.72, 128.5, 138.2.
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4-(benzyloxy)-butan-1-ol : 77b

C11H1602
Masse molaire : 180,25
g.mol?

Dans un tube de Schlenk placé sous argon, on dissout 45 g (0,50 mole, 8,9 équiv.) de 1,4-butane-diol
dans 100 ml de THF anhydre. La solution est refroidie a 0 °C puis on ajoute progressivement a la
seringue sous agitation vive et sous atmospheére d’argon, 28 mL (0,07 mol, 1,25 équiv.) d’'une solution
de n-Buli 2,5 M. La solution est ensuite agitée a température ambiante pendant 5 minutes. On note la
précipitation de l'alcoolate de lithium au début de I'ajout de n-BulLi. La solution est portée a
température ambiante puis on ajoute lentement a la seringue 9,6 g (56,1 mmol, 6,65 ml, 1,0 equiv.)
de bromure de benzyle a la suspension ainsi obtenue qui est laissée sous agitation pendant 12 h puis
portée au reflux du THF pendant 4 h. Le solvant est évaporé sous vide puis le résidu obtenu est dissous
dans de I’éther diéthylique. La phase organique est lavée 4 fois par 100 mL d’eau de maniére a retirer
I’excédent de 1,4-butane-diol. Le solvant organique est évaporé sous pression réduite puis I’huile (9,0
g) ainsi obtenue est purifiée par chromatographie sur colonne de gel de silice (EP/E, 50 :50) pour
conduire a 8,60 g (85%) du composé 77b sous la forme d’une huile incolore.

RMN H (CDCls, 300 MHz) 5= 1.63-1.79 (m, 4 H), 2.38-2.35 (s, large, 1 H), 3.54 (t, J = 5.8 Hz, 2 H),
3.65 (t,J=5.8 Hz, 2 H), 4.54 (s, 2 H), 7.26—7.37 (m, 5 H) ppm.

HRMS (C1:H160,, ESI*, MeOH, [M + H]*) calculé pour 181,1150 ; trouvé 181,1223.

3. Synthése des iodures d’alkyles 78a,b.

((3-lodo-propoxy)methyl)-benzene : 78a

lw_~_-OBn

C10H1310 HOWO\BH — IV\/O\BH

Masse molaire : 276,12
g.mol?
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L’alcool 77a (2,00 g, 12,03 mmol) est dissout dans 150 mL de dichlorométhane en présence de 1,51 g
(22,18 mmol, 1,8 equiv) d’'imidazole et de 3,8 g (14,49 mmol, 1,2 equiv) de triphénylphosphine. La
solution est refroidie a 0 °C puis I'on ajoute progressivement 3,9 g (15,40 mmol, 1,3 equiv) d’iode. La
solution est agitée a cette température pendant 5 minutes puis 1 h a température ambiante. L'exces
d’iode est réduit par ajout de 1,0 g de sulfite de sodium dissous dans 100 mL d’eau. La phase organique
est décantée puis concentrée pour conduire a une pate qui est reprise dans le minimum d’un mélange
d’éther diéthylique et d’éther de pétrole (1/1) jusqu’a précipitation quasi compléte de I'oxyde de
triphénylphosphine. Le résidu est filtré sur colonne de silice (éther diéthylique) pour conduire a
I'iodure 78a (2,30 g, 70%) qui est obtenu sous la forme d’une huile légérement jaune R¢ = 0,54 (éther
de pétrole / éther diéthylique, 95:5)

RMN H (CDCls, 300 MHz) 5= 2.13 (quint., J = 7.0 Hz, 2 H), 3.34 (t, J = 7.0 Hz, 2 H), 3.58 (t, J = 7.0 Hz, 2
H), 4.56 (s, 2 H), 7.30-7.40 (m, 5 H).

RMN 3C (CDCls, 75 MHz) 6= 3.6, 33.6, 69.6, 73.1, 127.7, 127.5, 128.5, 138.3.

(4-lodo-butoxymethyl)-benzene : 78b

I/\/\/OBn

C11Hi1510 Ho >">Cg, N

Masse molaire : 290,14
g.mol?

L’alcool 77b (2,00 g, 11,10 mmol) est dissout dans 150 mL de dichlorométhane en présence de 1,64 g
(24,08 mmol) d’imidazole et de 4,11 g (15,67 mmol) de triphénylphosphine. La solution est refroidie a
0 °C puis I'on ajoute progressivement 4,28 g (16,86 mmol) d’iode. La solution est agitée a cette
température pendant 5 minutes puis 1 h a température ambiante. L'exces d’iode est réduit par ajout
de 1 g de sulfite de sodium dissout dans 100 mL d’eau. La phase organique est décantée puis
concentrée pour conduire a une pate qui est reprise dans un mélange (1/1) d’éther diéthylique et
d’éther de pétrole jusqu’a précipitation quasi compléte de I'oxyde de triphénylphosphine. Le résidu
est filtré sur colonne de silice (éther diéthylique) pour conduire a I'iodure 78b (2,76 g, 85%) qui est
obtenu sous la forme d’une huile légérement jaune Rs = 0,48 (éther de pétrole / éther diéthylique,
90:10)

RMN H (CDCls, 300 MHz) 5= 1.70-1.80 (m, 2 H), 1.92—2.03 (m, 2 H), 3.23 (t, J = 7.0 Hz, 2 H), 3.52 (t, J
=7.0 Hz, 2 H), 4.53 (s, 2 H), 7.28-7.38 (m, 5 H).

HRMS (C1:H31s10, ESI*, MeOH, [M + H]*) calculé pour 291.0168 ; trouvé 291.0240.

Microanalyse. Calculée pour C;1H1510 (290.0168): C, 45.54; H, 5.21. Trouvée: C, 45.56; H, 5.27.
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4. Synthese des précurseurs de la tylophorine 81, R* R*-82, R* R*-83, 80, 84, 85 et 78e

Méthyl 2-(3,4-diméthoxyphényl) acetate : 81

OCH,
HsCO

CO,CH,

C11H14O4
Masse molaire : 210,23
g.mol*

OCHj,4 OCHj,
H3CO H3CO

\/

CO,H CO,CH;

Dans un tube de Schlenk, on introduit successivement 30 mL de méthanol puis 5,0 g (25,5 mmol)
d’acide 2-(3,4-diméthoxyphényl) acétique ainsi que 2,4 mL (3,9 g, 32,8 mmol) de SOCl,. La solution est
agitée pendant 12 h a température ambiante sous atmosphere d’argon. La solution est neutralisée par
ajout de carbonate de potassium solide jusqu’a arrét du dégagement de CO,. La solution est filtrée,
puis le méthanol est évaporé sous pression réduite pour conduire a une huile qui est dissoute dans le
dichlorométhane. La solution est déposée sur colonne de gel de silice puis I'ester 81 est élué par un
mélange d’éther de pétrole et d’éther diéthylique (30/70). R¢= 0,80 (EP/E, 30:70).

RMN H (CDCls, 300 MHz) 5= 3.53 (s, 2 H), 3.65 (s, 3 H), 3.82 (s, 3 H), 3.84 (s, 3 H), 6.78 (s, 3 H) ppm.

RMN *3C (CDCls, 75 MHz) &= 40.6, 51.9, 55.8, 55.8, 111.2, 112.4, 121.4, 126.5, 148.1, 148.9, 172.2.

Méthyl (2R,3R)-2,3-bis(3,4-diméthoxyphényl)-3-hydroxypropanoate : R*,R*-82

OCH,

H;CO
S
O OH
H5CO

OCH,

C20H2407
Masse molaire : 376,40
g.mol?

OCHs
HsCO oo OCHs
3
c0:CHy (e
2 3
+ E——
HsCO CHO O OH
&
HsCO OCHg
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Distillation de I’éthérate de trifluorure de bore.

De I'éthérate de trifluorure de bore (Et,O¢BF3) (30 mL environ, solution légérement brune) sont
introduits dans un systéme a distillation qui est mis sous argon. Le ballon est chauffé a I'aide d’un
décapeur thermique de facon a distiller une premiére fraction incolore d’environ 5 mL. Puis le reliquat
est distillé a pression atmosphérique a une température d’environ 100 °C pour conduire a un liquide
incolore. La fraction lourde (environ 5 mL) reste dans le flacon et est ensuite détruite par I'ajout
d’éthanol a froid. La fraction distillée est ensuite conservée sous argon au maximum 1 mois.
L'opération est a renouveler aprés 15 jours de stockage.

Condensation aldoligue

Dans un tube de Schlenk A (placé 24 h a I'étuve et ayant subi 3 cycles vide—argon) on ajoute
successivement 10 mL de THF anhydre et 1,33 mL (0,95 g, 9,39 mmol, 2,0 équiv.) de diisopropylamine
distillée sur potasse. La solution est refroidie a —80 °C puis on ajoute lentement a la seringue 4,46 mL
(7,14 mmol, 1,5 équiv.) d’une solution de n-Buli 1,6 M. Le bain est ensuite réchauffé jusqu’a —30 °C
puis a 0° C pendant 15 minutes. On obtient alors une solution incolore légerement opalescente qui est
ensuite rapidement (10 secondes) transférée a I'aide d’une canule dans un tube de Schlenck B
contenant 1,0 g (4,76 mmol, 1,0 équiv.) d’ester 81 dissous dans 15 mL de THF anhydre refroidi a —80
°C. On observe 'apparition immédiate d’un précipité jaune correspondant a la formation de I’'énolate
de lithium. La solution est agitée pendant environ 40 minutes, période au cours de laquelle la
température du bain atteint environ —45 °C. Dans un tube de Schlenk C on ajoute successivement 10
mL de THF anhydre puis 0,63 g (3,79 mmol ; 0,8 equiv.) de vératraldéhyde et 0,10 mL (0,11 g, 0,77
mmol, 0,15 equiv.) d’éthérate de BFs; récemment distillé (au maximum 30 jours aprés conservation au
réfrigérateur a 5 °C). Le contenu est prélevé a I'aide d’une seringue et est introduit rapidement sur le
contenu du Schlenk B a —80 °C. On constate la disparition de I'énolate formé précédemment suivi par
I"apparition d’un précipité de couleur jaune claire correspondant a la formation de I'aldolate de
lithium. Aprés 15 minutes d’agitation, la réaction est arrétée par I'ajout d’une solution demi-saturée
de NH4Cl (20mL, 10g/L) puis la phase agueuse est extraite au dichlorométhane aprés évaporation du
THF (NB : I'emploi d’éther diéthylique en tant que solvant est proscrit a ce stade en raison de la
précipitation de R*,R*-82). L’aldol 82 est obtenu avec un taux de conversion de 90% sous la forme de
deux diastéréoisomeres selon un rapport 1:1. Le brut réactionnel est repris par 50 mL d’éther
diéthylique pour conduire a un précipité blanc (0,57 g, 80%, calculé sur la proportion 1:1 des
diastéréoisomeéres). PF = 140 °C (éther diéthylique). Rs = 0,30 (E/EP, 80:20).

RMN *H (CDCls, 300 MHz) 5= 2.53(d, J=2.2 Hz, 1H, OH), 3.57 (s, 3 H), 3.80 (d, J = 9.5 Hz, 1 H), 3.84
(s,3H),3.88(s,3H),3.89 (s, 3H), 3.89 (s, 3 H), 5.20(dd, J = 2.2, 9.5 Hz, 1 H), 6.80-6.85 (m, 3 H),
6.90-6.95 (m, 2 H) ppm.

RMN *3C (CDCls, 75 MHz) 5= 52.1, 55.8 (4 C), 59.2, 74.9, 109.7, 110.7, 111.1, 111.9, 119.0, 121.5,
127.1,133.4, 148.7, 148.7, 148.9, 149.0, 173.0.
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Méthyl (2R,3R)-3-acétoxy-2,3-bis(3,4-diméthoxyphényl)propanoate : R*,R*-83

OMe

MeO OCH3 OCHj3
O CO,Me H3CO
CO,CH;

H4CO
O OCOCHs ‘ CO2CHs
MeO O OH

OCOCH;4
OMe HsCO HsCO
OCHs

OCH
C22H260s 3

Masse molaire : 418,44
g.mol?

Dans un tube de Schlenk, on introduit successivement 5 mL de pyridine, 1,0 g (2,65 mmol) de R*,R*-
82, 32 mg (0,26 mmol, 0,1 equiv) de 4-DMAP ainsi que 0,75 mL (0,80 g, 7,84 mmol, 3 equiv.)
d’anhydride acétique. La solution est agitée pendant 1 h a température ambiante. L'exces d’anhydride
acétique est détruit par I'ajout d’'un excés de méthanol (5 mL) aprés 1 heure d’agitation a température
ambiante. La solution est rendue acide (pH = 1) par I'ajout d’'une solution aqueuse d’HCl a 5%. Le résidu
est extrait par 50 mL de dichlorométhane puis concentré sous vide pour conduire au composé R*,R*-
83 (0,88 g, 80%) qui est obtenu sous la forme d’une poudre blanche qui est reprise dans un minimum
d’éther diéthylique. PF = 174 °C, R¢= 0,40 (E/EP, 80:20).

RMN H (CDCls, 300 MHz) 5= 1.82 (s, 3 H), 3.52 (s, 3 H), 3.89 (s, 3 H), 3.90 (s, 3 H), 3.91 (s, 3 H), 3.92
(s,3H),4.15(d,J=9.5Hz, 1 H), 6.40 (d, = 9.5 Hz, 1 H), 6.80-6.85 (m, 2 H), 6.90-6.95 (m, 4 H) ppm.

RMN *3C (CDCls, 75 MHz) &= 20.9, 52.1, 55.8, 55.9, 55.9, 55.2, 75.2, 110.6, 110.8, 110.9, 111.44,
119.9,121.2, 127.5, 130.7, 148.6, 148.7, 148.8, 149.0, 169.5, 171.3.
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Méthyl (E)-2,3-bis(3,4-diméthoxyphényl)acrylate : 80
OCHjg OCH,4 OCH,
Hs;CO H3CO Hs;CO
‘ CO2CH, CO,CH, O CO,CHj3
| —_— |
o S oy
H
3CO den H3;CO HsCO
3 OCH3 OCH3
CZOHZZOG
Masse molaire : 358,39
g.mol?

Dans un tube de Schlenk, on introduit successivement 10 mL de toluéne, 1,0 g (2,39 mmol) de R*,R*-
83, ainsi que 0,90 mL (0,89 g, 5,85 mmol, 2,45 equiv.) de DBU. La solution est agitée pendant 3 h au
reflux du solvant. La phase organique est lavée par une solution aqueuse de NH.Cl puis le pH est ajusté
a une valeur de 4-5 par ajout d’HCl a 5%. La phase aqueuse est extraite par 50 mL de dichlorométhane,
puis I'ensemble des phases organiques sont séchées sur MgS0O, et concentrées sous vide pour conduire
au composé 65 (0,68 g, 80%) qui est obtenu sous la forme d’une poudre blanche qui est reprise dans
un minimum d’éther diéthylique. PF = 130 °C, R = 0,65 (E/EP, 80:20).

RMN H (d¢-DMSO, 300 MHz) 6=3.36 (s, 3 H), 3.67 (s, 3 H), 3.71 (s, 3 H), 3.76 (s, 3 H), 6.55 (s, 1 H),
6.68 (d,J =3 Hz, 1 H), 6.70-6.80 (m, 4 H), 7.00 (d, J =3 Hz, 1 H), 7.65 (s, 1 H) ppm.

RMN *3C (de-DMSO, 75 MHz) 5= 54.6, 55.4, 55.6, 55.7, 56.0, 111.2, 110.2, 112.8, 113.3, 119.9, 121.2,
127.5,130.7, 148.6, 148.7, 148.8, 149.0, 168.7.

Méthyl 2,3,6,7-tétraméthoxyphenanthréne-9-carboxylate : 84

OCH,

H3CO OCHjg OCHj
O CO,CH3 HaCO HsCO
OO ’ O | CO,CH3 O‘ CO,CHs

H;CO H

OCHs H3CO H,CO
OCHjs OCHj

H

C20H2006
Masse molaire : 356,37
g.mol?
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Dans un tube de Schlenk, on introduit successivement 20 mL de dichlorométhane, 1,23 g (3,43 mmol)
d’ester 80, ainsi que quelques gouttes d’acide méthane sulfonique. La solution est refroidie a l'aide
d’un bain de glace, puis on ajoute 0,78 g (3,43 mmol, 1,0 equiv.) de DDQ ce qui provoque la coloration
immeédiate du milieu réactionnel. La solution est agitée a cette température pendant 30 minutes puis
la réaction est arrétée par I'ajout d’'une solution de K,COs. La phase organique est décantée puis la
phase aqueuse est extraite par 50 mL de dichlorométhane. Les phases organiques sont rassemblées
puis séchées sur MgS0, et concentrées sous vide pour conduire au composé 84 (1,10 g, 90%) qui est
obtenu sous la forme d’une poudre blanche qui est reprise dans un minimum d’éther diéthylique. PF
=201 °C, R¢= 0,65 (E/EP, 80:20).

RMN 'H (CDCls;, 300 MHz) 5= 4.01 (s, 3 H), 4.03 (s, 3 H), 4.08 (s, 3 H), 4.12 (s, 3 H), 4.13 (s, 3 H), 7.26
(s,1H),7.75(s, 1 H), 7.79 (s, 1 H), 8.41 (s, 1 H), 6.64 (d, / = 3 Hz, 1 H) ppm.

RMN 3C (CDCls, 75 MHz) &= 52.0, 55.8, 55.9, 55.9, 56.0, 102.5, 102.7, 106.8, 109.3, 119.9, 122.1,
124.2,124.5, 125.1, 127.1, 130.3, 149.0, 149.3, 151.3, 168.2.

(2,3,6,7-tétraméthoxyphénanthren-9-yl)méthanol : 85

OMe

MeO OMe OMe
O MeO MeO
sadliime C
CO,Me ‘ OH
—_— >
g » >
OMe MeO MeO

OMe OMe
C19H2005

Masse molaire : 328,36
g.mol?

Dans un tube de Schlenk, on introduit successivement 40 mL de THF puis 1,65 g (4,63 mmol) d’ester
84. On ajoute a température ambiante a cette suspension 15 ml (15 mmol, 3,2 equiv.) d’'une solution
1 M de LiAlH4 dans le THF. La solution est agitée pendant une nuit puis la réaction est arrétée par I'ajout
lent de 60 mL d’HCI 2 M. La phase aqueuse est extraite deux fois par 80 mL de dichlorométhane. Les
phases organiques sont rassemblées puis séchées sur MgSO, et concentrées sous vide pour conduire
a I'alcool 85 (1,46 g, 95%) qui est obtenu sous la forme d’une poudre blanche qui est reprise dans un
minimum d’éther diéthylique. PF = 170 °C, R¢ = 0,30 (E/EtOAc, 50:50).

RMN *H (CDCls, 300 MHz) 5= 1.60 (s, 1 H, large), 4.02 (s, 3 H), 4.06 (s, 3 H), 4.12 (s, 3 H), 4.13 (s, 3 H),
5.12(s,2H),7.19(s,1H),7.53 (s, 1H),7.67 (s, 1H), 7.76 (s, 1 H), 7.83 (s, 1 H) ppm.

RMN *3C (CDCls, 75 MHz) &= 55.6, 55.7, 55.7, 55.8, 64.1, 102.3, 102.8, 104.4, 108.0, 125.1, 124.2,
124.6,125.6,131.8, 148.2, 148.3, 148.5, 148.8.
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9-(bromométhyl)-2,3,6,7-tetraméthoxyphénanthréene : 78e

OMe

MeO OMe OMe
O MeO MeO
O C C
P ™ e

—_— >

MeO O

OMe

MeO
OMe OMe

MeO

C19H19BrO4
Masse molaire : 391,26
g.mol?

Dans un tube de Schlenk, on introduit successivement 12 mL de THF puis 0,2 g (0,6 mmol) d’alcool 85.
La solution est refroidie a 0 °C, puis on ajoute lentement 0,9 mL (0,9 mmol, 1,5 equiv.) d’une solution
molaire de PBr; dans le dichlorométhane. La solution est agitée pendant 4 h a cette température puis
la réaction est arrétée par I'ajout lent de 10 mL d’eau et de glace. La phase aqueuse est extraite deux
fois par 15 mL de dichlorométhane, puis les phases organiques sont rassemblées puis lavées 5 fois par
de I'eau jusqu’a pH neutre. La phase organique est séchée sur MgSO, puis concentrée a 25 °C sous
pression réduite pour conduire au dérivé bromé 78e (0,22 g, 94%) qui est obtenu sous la forme d’une
poudre grise qui est reprise dans un minimum d’éther diéthylique. PF = 220 °C (décomposition), Rf =
0,80 (E/EtOAc, 50:50). NB : Le composé s’hydrolyse partiellement en alcool sur la plaque de silice.

RMN H (CDCls, 300 MHz) 5= 4.02 (s, 3 H), 4.10 (s, 3 H), 4.12 (s, 3 H), 4.13 (s, 3 H), 5.00 (s, 2 H), 7.19
(s,1H),7.53(s,1H),7.67(s,1H),7.76 (d,J =3 Hz, 1 H) ppm.

RMN *3C (CDCls, 75 MHz) 6= 34.1, 56.3, 56.3, 56.4, 103.1, 103.7, 105.3, 108.7, 124.4, 125.6, 126.0,
126.7,129.1, 149.0, 149.4, 149.6, 150.3.

5. Protocole général de synthese des a-amino nitriles 86a-f, protocole A.

Dans un tube de Schlenk A (placé 24 h a I’étuve et ayant subi 3 cycles vide-argon) on ajoute
successivement 10 mL de THF anhydre et 1,60 mL (1,15 g, 11,40 mmol, 1,4 équiv.) de diisopropylamine
distillée sur potasse. La solution est refroidie a —80 °C puis on ajoute lentement a la seringue 6,50 mL
(10,40 mmol, 1,25 équiv.) d’'une solution de n-Buli 1,6 M. Le bain est ensuite réchauffé jusqu’a 0 °C sur
une période de 1 h et maintenu a cette température pendant 15 min. On obtient alors une solution
incolore légerement opalescente qui est ensuite rapidement (10 s) transférée a I'aide d’une canule
dans un tube de Schlenck B contenant 2,0 g (8,46 mmol) d’a-aminonitrile 76 dissous dans 15 mL de
THF anhydre refroidi a —90 °C. On observe I'apparition immédiate d’une coloration jaune-orangée qui
vire rapidement au rouge vermillon entre —30 °C et —15 °C aprés deux heures d’agitation environ. La
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solution est ensuite refroidie a —80 °C par ajout d’azote liquide dans le bain d’éthanol, puis l'iodure
d’alkyle (1,1 équiv.) est ajouté a la seringue ou bien a la pipette Pasteur a la solution précédente. On
observe une décoloration de la solution qui vire alors du rouge au jaune clair. On constate également
I"apparition d’un précipité de Lil transitoirement entre =30 °C et —20 °C. Le mélange est réchauffé
jusqu’a 0 °C puis la réaction est arrétée par les ajouts successifs de 100 mL d’éther diéthylique et 20
mL d’eau. Les phases organiques sont décantées, séchées sur MgSO, puis concentrées sous vide pour
conduire a une pate légerement jaune qui est purifiée sur colonne de gel de silice dans les conditions
d’élution précisées ci-dessous.

2-(dibenzylamino)-pentanenitrile : 86a

NC
?\l/\/
Bn~ "Bn (CN NCW

CisH22N, Bn/N\Bn Bn Bn

Masse molaire : 278,40
g.mol?

Le composé 86a a été obtenu selon le protocole A par déprotonation (LDA, 1,25 équiv.) de 2 g d’a-
aminonitrile 76. Le carbanion a été condensé sur 1,1 équivalent de 1-iodopropane commercial (1,6 g).
Le brut réactionnel (2,5 g) est dissous dans le minimum de toluene et purifié par chromatographie sur
colonne de gel de silice (éther de pétrole/éther diéthylique, 95 :5) pour conduire a 2,03 g (87%) d’a-
amino nitrile 86a sous la forme d’une huile visqueuse incolore. Rf= 0,8 (EP/E = 95 :5).

RMN H (CDCls, 300 MHz) 5= 0.84 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.30-1.60 (m, 2 H), 1.70-1.90 (m, 2 H), 3.39 (d,
J=13.8Hz,2 H),3.59 (t,J=7.0Hz, 1 H), 3.97 (d, J = 13.8 Hz, 2 H), 7.28-7.38 (m, 10 H).

RMN *3C (CDCls, 75 MHz) 6= 13.3, 19.1, 33.4, 52.5, 55.4, 117.7, 127.6, 128.6, 128.8, 137.9.

2-(dibenzylamino)-nonanenitrile : 86b

NCW
Bn/N\Bn CN NC
( W

Ca3HzoN2 Bn/N\Bn Bn” "Bn

Masse molaire : 334,51
g.mol?
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Le composé 86b a été obtenu selon le protocole A par déprotonation (LDA, 1,25 équiv.) de 3 g d'a-
aminonitrile 76. Le carbanion a été condensé sur 1,1 équivalent de 1-iodoheptane commercial (3,16
g). Le brut réactionnel (4,85 g) est dissous dans le minimum de mélange éluant et purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice (éther de pétrole/éther diéthylique, 98 :2) pour conduire
a 2,40 g (85%) d’o-aminonitrile 86b sous la forme d’une huile visqueuse incolore. R = 0,50 (EP/E =
95:5). NB: Le 1-iodoheptane est élué dans les premiéres fractions et révélé a I'acide
phosphomolybdique.

RMN 'H (CDCls;, 300 MHz) 5= 0.90 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.10-1.50 (m, 10 H), 1.70-1.90 (m, 2 H), 3.39 (d,
J=13.8 Hz, 2 H), 3.55 (t, /= 7.0 Hz, 1 H), 3.97 (d, J = 13.8 Hz, 2 H), 7.28-7.38 (m, 10 H).

RMN 3C (CDCls3, 75 MHz) 6= 14.2,22.7, 25.8, 28.8, 29.2, 31.5, 31.9, 53.0, 55.7, 118.4, 128.3, 128.6,
128.8, 138.8.

2-(dibenzylamino)-hexadecanenitrile : 86¢

NC CN
N " —

Bn NC

Bn P
Bn Bn

C3oHasN; Bn/N\

Bn

Masse molaire : 432,70
g.mol?

Le composé 86¢ a été obtenu selon le protocole A par déprotonation (LDA, 1,25 équiv.) de 1,5g d’'a-
aminonitrile 76. Le carbanion a été condensé sur 0,8 équivalents de 1-iodotétradécane 78c (1,64 g)
synthétisé au laboratoire.! Le brut réactionnel (2,7 g) est dissous dans le minimum de mélange éluant
et purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (éther de pétrole/éther diéthylique, 98 :2)
pour conduire a 1,60 g (73%, calculé sur le réactif en défaut 78c) d’a-aminonitrile 86¢ qui est obtenu
sous la forme d’une huile visqueuse incolore. Rf = 0,70 (EP/E = 98 :2). NB : Le 1-iodotétradécane est
élué dans les premieres fractions et est révélé par de I'acide phosphomolybdique.

RMN H (CDCls, 300 MHz) 5= 0.91 (t, J = 7.0 Hz, 3 H), 1.10-1.50 (m, 26 H), 1.70-1.90 (m, 2 H), 3.38 (d,
J=13.8 Hz, 2 H), 3.58 (t,J = 7.0 Hz, 1 H), 3.95 (d, J = 13.8 Hz, 2 H), 7.28-7.38 (m, 10 H).

RMN *3C (CDCls, 75 MHz) &= 14.2,22.7, 25.7, 28.7, 29.3, 29.4, 29.5, 29.6, 29.7,29.7,31.3,31.4, 52.7,
55.4,118.7,127.5, 128.5, 128.8, 138.8.

1 ’agent alkylant 78c est ici utilisé en défaut afin d’éviter la formation de la nonacosane-15-one aprés purification sur colonne
de gel de silice.
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5-(benzyloxy)-2-(dibenzylamino)-pentanenitrile : 86d

NC
W\OBn
Bn/N\Bn rCN e NC\(\/\OBn

Ca6H28N20 Bn/N\Bn Bn Bn

Masse molaire : 384,52
g.mol*

Le composé 86d a été obtenu selon le protocole A par déprotonation (LDA, 1,25 équiv.) de 2,5 g d’a-
aminonitrile 76. Le carbanion a été condensé sur 1,2 équivalent du composé 78a (3,50 g) synthétisé au
laboratoire. Le brut réactionnel (3,90 g) est dissous dans le minimum de toluéne et purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice (éther de pétrole/éther diéthylique, 95 :5) pour conduire
a 2,70 g (66%) d’a-aminonitrile 86d qui est obtenu sous la forme d’une huile trés visqueuse qui se
solidifie au refroidissement sous la forme d’un solide blanc (qui est ensuite broyé au mortier sous la
forme d’une poudre blanche). PF = 63 °C. R = 0,25 (EP/E = 97 :3). NB : Le composé 78a est élué dans
les premiéres fractions suivi de I’a-aminonitrile 86d.

RMN H (CDCls, 300 MHz) 5= 1.60-2.00 (m, 4 H), 3.30-3.40 (m, 2 H), 3.39 (d, J = 13.8 Hz, 2 H), 3.62 (¢,
J=7.0Hz,1H),3.95(d, J=13.8 Hz, 2 H), 4.40 (s, 2H), 7.28-7.38 (m, 15 H).

RMN *3C (CDCls, 75 MHz) &= 26.0, 28.1, 52.4, 55.3, 68.9, 73.0, 117.5, 127.5, 127.6, 128.4, 128.8,
137.8, 138.2.
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Figure 139. Diagramme ORTEP du composé 86d.

Des cristaux du composé 86d ont été obtenus par cristallisation lente dans le toluéne.

Tableau 47. Paramétres cristallographiques du composé 86d.

86d
Formule brute Ca26H28N20
Masse moléculaire 384,5
Systéme Cristallin triclinique
Groupe d'espace P-1
a[A] 6,7348(7)
b [A] 9,7408(11)
c[A] 17,941(2)
o [] 80,663(5)
B[] 82,950(4)
v [°] 70,353(4)
VA% 1090,8(2)
VA 2
Pealc.[g.cm™] 1,171
F(000) 412
u(Mo-Ka) [em™] 0,72
T [K] 150
Taille du cristal (mm) 0,58*0,42*0,36
Domaine de hkl/ -8,8;-12,12;-23,23
Réflexions mesurées 17348
Réflexions indépendantes [/>6(/)] 3590(>20)
R final 0,0517
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2-(dibenzylamino)-4-(1,3-dioxolan-2-yl)-butanenitrile : 86e

T
NC\(\/I\O o
e Nogn rCN . NC\(\/’\}
C21H2aN20, Bn/N\Bn Bn”~ "Bn

Masse molaire : 336,43
g.mol*

Le composé 86e a été obtenu selon le protocole A par déprotonation (LDA, 1,25 équiv.) de 1,88 g d’a-
aminonitrile 76. Le carbanion a été condensé sur 1,2 équivalents du dérivé iodé 78d (2,15 g) synthétisé
selon un protocole préalablement utilisé au laboratoire. Le brut réactionnel (3,0 g) est dissous dans le
minimum de cyclohexane et purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (éther de
pétrole/éther diéthylique, 90 :10) pour conduire a 1,70 g (63%) d’a-aminonitrile 86e qui est obtenu
sous la forme d’une huile trés visqueuse. R¢ = 0,50 (EP/E = 90 :10).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) 5= 1.70-1.80 (m, 1 H), 1.80-2.10 (m, 3 H), 3.38 (d, J = 13.6 Hz, 2 H), 3.70
(t,J=7.0Hz,1H),3.78-3.90 (m, 4 H), 3.97 (d, J = 13.6 Hz, 2 H), 4.80 (t, = 4.2 Hz, 1 H), 7.28-7.38 (m,
10 H).

RMN *3C (CDCls, 75 MHz) &= 25.3, 29.5, 52.5, 55.3, 64.9, 65.0, 103.2, 117.4, 127.6, 128.6, 128.8,
137.8.

6. Protocole général de synthése des amines 88a-c protocole B.

Dans un tube de Schlenk A (placé 24 h a I'étuve et ayant subi 3 cycles vide—argon) on ajoute
successivement 10 mL de THF anhydre et 1,5 équiv de diisopropylamine distillée sur potasse. La
solution est refroidie a —80 °C puis on ajoute lentement a la seringue 1,3 équiv. d’une solution de n-
Buli 1,6 M. Le bain est ensuite réchauffé jusqu’a 0 °C sur une période de 1 h et maintenu a cette
température pendant 15 min. On obtient alors une solution incolore Iégérement opalescente qui est
ensuite rapidement (10 s) transférée a I'aide d’une canule dans un tube de Schlenck B contenant I'a-
aminonitrile 86(a-c) dissous dans 15 mL de THF anhydre refroidi a —90 °C. On observe I'apparition
immédiate d’une coloration jaune—orangée qui vire lentement au rouge vermillon a une température
comprise entre —30 °C et 0 °C. Apres deux heures d’agitation environ, la solution est refroidie a —80 °C
par ajout d’azote liquide dans le bain d’éthanol, puis I'iodure d’alkyle 78(b-c) (1,2 équiv.) est ajouté a
la seringue a la solution précédente. On observe une décoloration de la solution qui vire alors du rouge
au jaune clair. Le mélange est réchauffé jusqu’a 0 °C puis la réaction est arrétée par I'ajout de 15 mL
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d’éthanol. On ajoute ensuite 4 équiv. de NaBHg, puis la solution est agitée pendant 12 h a température
ambiante puis portée au reflux du mélange THF/éthanol (1/1) pendant 3 h. Les solvants sont évaporés
pour conduire a une pate qui est agitée dans un mélange d’éther diéthylique et une solution aqueuse
d’ammoniaque a 30%. La phase organique est séchée sur MgSO, puis concentrée sous vide pour
conduire a une huile qui est purifiée sur colonne de gel de silice dans les conditions d’élution précisées
ci-dessous.

N,N-(dibenzyl-1-(benzyloxy)-octadecan-4-amine : 88a

CiqH2g (CH32)3;0Bn

NBn; NC._(CH2)30Bn _ C14H29Y(CH2)3OBn

C39Hs7NO NBn, NBn,

Masse molaire : 555,89
g.mol?

Le composé 88a a été obtenu par application du protocole B par déprotonation (LDA, 1,3 équiv.) de
1,50 g (3,90 mmol) d’a-aminonitrile 86d et alkylation du carbanion correspondant par 1,65 g (1,3
équiv.) de 1-iodotétradécane. Le brut réactionnel est ensuite repris par 30 mL d’éthanol et 590 mg
(15,6 mmol, 4 equiv.) de NaBH,4 sont ajoutés pour réaliser la décyanation réductrice. Ce qui a conduit
a une huile visqueuse qui est purifiée par chromatographie sur gel de silice (éther de pétrole/éther
diéthylique, 98:2) pour conduire a I'amine 88a (0,35 g, 16%) qui est obtenue sous la forme d’une huile
tres visqueuse. Remarque : le pentadécane obtenu par réduction du 1-iodotétradécane est élué dans
les premiéres fractions.

RMN H (CDCls, 300 MHz) 5= 0.90 (t, J = 7.2 Hz, 3 H), 1.10-1.50 (m, 27 H), 1.60-1.80 (m, 5 H), 2.48
(quint.,J=6.7Hz, 1 H),3.36 (t, J =6.22 Hz, 2 H), 3.53 (d, J = 13.6 Hz, 2 H), 3.63 (d, J = 13.6 Hz, 2 H),
4.47 (d,J = 2.1 Hz, 2H), 7.20-7.40 (m, 15 H).

RMN *3C (CDCls, 75 MHz) 6= 14.2,22.7, 26.4, 27.3, 29.2,29.4, 29.7, 29.8, 29.9, 32.0, 53.2, 56.8, 70.5,
72.9,126.6,127.5,127.7,128.1, 128.4, 128.9, 138.7, 140.8.
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N,N-(dibenzyl-1-(benzyloxy)-undecan-4-amine : 88b

C7H15Y(CH2>3OBn
NBn, NCY(CHZ)C,OBn — > C7H15Y(CH2)3OBH
C32HasNO NBn, NBn,

Masse molaire : 457,70
g.mol*

Le composé 88b a été obtenu par application du protocole B par déprotonation (LDA, 1,3 équiv.) de
1,0 g (2,60 mmol) d’a-aminonitrile 86d et alkylation du carbanion correspondant par 1,06 g (1,8 équiv.)
de 1-iodoheptane. Le brut réactionnel est ensuite repris par 20 mL d’éthanol et 500 mg (13,2 mmol, 4
equiv.) de NaBH4 sont ajoutés pour réaliser la décyanation réductrice. Ce qui a conduit a une huile
visqueuse qui est purifiée par chromatographie sur gel de silice (éther de pétrole/éther diéthylique,
98:2) pour conduire a I'amine 88b (0,56 g, 47%) qui est obtenue sous la forme d’une huile trés
visqueuse.

RMN H (CDCls, 300 MHz) 5= 0.92 (t, J = 6.9 Hz, 3 H), 1.10-1.45 (m, 14 H), 1.50-1.85 (m, 5 H), 2.45
(quint.,J=6.4Hz, 1 H),3.36 (t, J =6.2 Hz, 2 H), 3.53 (d, J = 13.7 Hz, 2 H), 3.63 (d, J = 13.7 Hz, 2 H), 4.47
(d,J=2.1Hz, 2 H)7.20-7.40 (m, 15 H).

N,N-(dibenzyl-8-(benzyloxy)-octan-4-amine : 88c

C3H7__(CH,),0Bn
NBn; CsH, CN o C3H7__(CH,),0Bn
C29H37NO NBn, NBn,

Masse molaire : 415,62
g.mol?

Le composé 88c a été obtenu par application du protocole B par déprotonation (LDA, 1,3 équiv.) de
2,0 g (7,18 mmol) d’a-aminonitrile 86a et alkylation du carbanion correspondant par 2,50 g (8,60
mmol, 1,2 équiv.) de iodure d’alkyle 78b. Le brut réactionnel est ensuite repris par 15 mL d’éthanol et
1,10 g (29,08 mmol, 4 équiv.) de NaBH,4 sont ajoutés pour réaliser la décyanation réductrice. Ce qui a
conduit a une huile visqueuse qui est purifiée par chromatographie sur gel de silice (éther de
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pétrole/éther diéthylique, 98:2) pour conduire a 'amine 88c (2,82 g, 95%) qui est obtenue sous la
forme d’une huile incolore. Remarque: L'amine 88c est obtenue en présence de 5% de
butoxyméthylbenzéne qui provient de la réduction du dérivé iodé 78b. Ce composé peut étre
partiellement séparé du mélange réactionnel par chromatographie sur colonne de gel de silice (éther
de pétrole/éther diéthylique : 98 :2).

RMN ®H (CDCls, 300 MHz) 5= 0.84 (t, J = 7.2 Hz, 3 H), 1.15-1.66 (m, 10 H), 2.45 (quint., J = 6.7 Hz, 1
H), 3.45 (t,J = 6.1 Hz, 2 H), 3.57 (s, 4 H), 4.52 (s, 2H), 7.20-7.40 (m, 15 H).

RMN 3C (CDCls, 75 MHz) &= 14.3, 20.4, 23.8, 29.6, 29.9, 31.9, 53.4, 56.9, 70.4, 72.9, 126.6, 127.6,
128.1,128.4, 128.9, 138.8, 140.9.

tert-butyl (8-(benzyloxy)octan-4-yl)carbamate : 90c

C3H7Y(CH2)4OBn
C20H33NO3 NBn, NHBoc

Masse molaire : 335,49
g.mol?

Dans un hydrogénateur basse pression, on introduit successivement 0,8 g (1,93 mmol) d’amine 88c
dissoute dans 15 mL d’un mélange d’éthanol et de méthanol en proportion 7 :3. A cette solution, sont
ajoutés 80 mg (10% en masse) de catalyseur de Pearlman a 20% [Pd(OH),/C]. L'oxygéne est retiré par
3 ventilations successives d’azote et d’hydrogéne dont la pression est portée a 5 bars. La solution est
agitée a température ambiante pendant 24 h. La solution est filtrée sur Blichner puis les solvants sont
évaporés sous vide pour conduire a 0,5 g d’une huile visqueuse. L’analyse par RMN H montre que ce
mélange est composé de I'amine primaire 89c et de I'amine de départ 88c en proportion 80 :20. Ce
mélange est ensuite porté 12 h au reflux de I'acétonitrile (30 mL) en présence de Boc,0 (0,9 g, 4,12
mmol, 2,1 equiv) et de base de Hiinig. L'exces de Boc,0 est ensuite hydrolysé en agitant le mélange
réactionnel dans 20 mL d’'un mélange de NaOH 2 M et de THF (20 :40) a température ambiante
pendant une heure apres évaporation de I'acétonitrile. Aprés extraction a I’éther, le brut réactionnel
est concentré sous vide pour conduire a une huile visqueuse qui est purifiée par chromatographie sur
colonne de silice (EP/E, 85 :15). L'amine de départ (88c, 170 mg) est éluée en premier (Rs = 0,5) suivie
d’un produit non identifié (Rs= 0,55, 100 mg) et du carbamate 90c (0,4 g, 60%).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) 6= 0.84 (t,J = 7.2 Hz, 3 H), 1.15-1.66 (m, 10 H), 1.50 (s, 9 H), 3.50 (t, /= 6.1
Hz, 2 H), 3.50 (s, 1 H, large), 4.20 (d, J = 4 Hz, 1 H), 4.50 (s, 2 H), 7.20-7.40 (m, 5 H).
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tert-butyl (8-hydroxyoctan-4-yl)carbamate : 91c

C3H7-_(CH,)4OH
NHBoc C3H7\|/(CH2)4OBn — C3H7\|/(CH2)4OH
Ci3H27NO3 NHBoc NHBoc

Masse molaire : 245,36
g.mol*

Dans un hydrogénateur basse pression, on introduit successivement 0,25 g (0,75 mmol) de carbamate
90c dissout dans 5 mL de méthanol. A cette solution, sont ajoutés 50 mg (20% en masse) de Pd/C a
10%. L'oxygene est retiré du milieu réactionnel par 3 ventilations successives a I'aide d’un flux d’azote
et d’hydrogene dont la pression est portée a 5 bars. La solution est agitée a température ambiante
pendant 48 h. La solution est filtrée sur Blchner puis les solvants sont évaporés sous vide pour
conduire a 0,20 g d’une huile visqueuse. R¢= 0,5 (EP/E, 50 :50).

RMN H (CDCls, 300 MHz) 6=0.84 (t,J=7.2 Hz, 3 H), 1.20-1.66 (m, 10 H), 1.40 (s, 9 H), 3.50 (s, 1 H,
large), 3.51 (t,/=6.1Hz, 2 H),3.50 (s, 1 H, large).

4-aminoundecan-1-ol : 92

C7H15\|/(CH2)3OH
NH; C7H15Y(CH2)3OH . C7H15Y(CH2)3OH
C11H2sNO NBn, NH

Masse molaire : 187,33
g.mol?

Dans un hydrogénateur basse pression, on introduit successivement 0,4 g (0,87 mmol) d’amine 88b
dissoute dans 15 mL d’éthanol. A cette solution, sont ajoutés 80 mg (20% en masse) de palladium sur
charbon. L’oxygéne est retiré par 3 ventilations successives d’azote et d’hydrogene dont la pression
est portée a 4 bars. La solution est agitée a température ambiante pendant 12 h. La solution est filtrée
sur Biichner puis le solvant est évaporé sous vide. L’analyse par RMN *H du brut réactionnel montre
gue seule la fonction amine a été débenzylée. Il a donc été remis en solution dans 10 mL d’éthanol,
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avec 100 mg de Pd/C et une pression de 4 bars d’hydrogéne a de nouveau été appliquée pendant 24h.
Auvu de I'analyse par RMN 1H, le produit débenzylé 92 (0,18 g) semble avoir été obtenu sous sa forme
carbonatée.

RMN H (CDCls, 300 MHz) 5= 0.87 (t, J = 6.6 Hz, 3 H), 1.15-1.50 (m, 10 H), 1.55-2.00 (m, 6 H), 2.65—
3.00 (s, 2 H, large), 3.24 (s, 1H), 3.70 (m, 2 H), 8.23 (s, 1H, large).

tert-butyl (1-hydroxyundecan-4-yl)carbamate : 91b

C7H15Y(CH2)3OH
NHBoc C7H15\|/(CH2)3OH — » CyH45_(CHy)30H
Ci16H33NO; NH, NHBoc

Masse molaire : 287,44
g.mol?

Le composé 92 débenzylé (0,18 g, 0,96 mmol) est dissous dans 10 mL d’acétonitrile en présence de
Boc;0 (0,25 g, 1,15 mmol, 1,2 equiv) et de base de Hiinig (0,37 g, 2,86 mmol, 3 equiv.). L'acétonitrile
est évaporé puis apres extraction a I'éther, le brut réactionnel est concentré sous vide pour conduire
a une huile visqueuse qui est purifiée par chromatographie sur colonne de silice (100% éther
diéthylique). Le carbamate 91b est obtenu avec un rendement de 69 % (0,19 g).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) 6= 0.89 (t,J = 6.7 Hz, 3 H), 1.20-1.40 (m, 10 H), 1.45 (s, 9 H), 1.50-1.69 (m,
4 H), 1.80 (s, 1H, large), 3.59 (s, 1H, large), 3.68 (t, J = 6.1 Hz, 2H).

tert-butyl (1-iodoundecan-4-yl)carbamate : 93

C7H15Y(CH2)3|
NHBoc C7H1s (CH5)30H C7H4s (CHy)3l
C16H32INO; NHBoc NHBoc

Masse molaire : 397,34
g.mol?
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L’alcool 91b (0,45 g, 1,56 mmol) est dissout dans 10 mL de dichlorométhane en présence de 0,19 g
(2,79 mmol, 1,8 equiv) d’imidazole et de 0,475 g (2,04 mmol, 1,3 equiv) de triphénylphosphine. La
solution est refroidie a 0 °C puis I'on ajoute progressivement 0,67 g (2,64 mmol, 1,7 equiv) d’iode. La
solution est agitée a cette température pendant 5 minutes puis 1 h a température ambiante. L'exces
d’iode est réduit par ajout de 1,0 g de sulfite de sodium dissous dans 100 mL d’eau. La phase organique
est décantée, lavée a I’eau puis concentrée pour conduire a une pate qui est reprise dans le minimum
d’un mélange d’éther diéthylique et d’éther de pétrole (1/1) jusqu’a précipitation quasi compléte de
I’oxyde de triphénylphosphine. Le résidu est filtré sur colonne de silice (EP/E, 90/10) pour conduire a
I'iodure 93 (0,35 g, 56%).

RMN H (CDCls, 300 MHz) 5= 0.80-0.90 (m, 8 H), 1.19-1.37 (m, 10 H), 1.40-1.49 (m, 8 H), 1.52-1.69
(m, 2 H), 1.73-1.94 (m, 2 H), 3.21 (td, J = 6.8, 3.1 Hz, 1 H).

tert-butyl 2-heptylpyrrolidine-1-carboxylate : 94

O*Cﬂﬂs
Eoc C7Hqs (CHp)sl o QC7H15
NHBoc Boc
Ci6H31NO>
Masse molaire: 269,43
g.mol?

Dans un tube de Schlenk placé sous argon, on dissout 0,35 g (0,88 mmole) de I'iodure 93 dans 3 ml de
THF anhydre. On ajoute progressivement, a la spatule sous agitation vive et sous atmosphére d’argon,
0,07 g (1,75 mmole, 2 eq) de NaH dispersé a 60% dans de la paraffine. La solution est agitée a
température ambiante pendant 12h. L'excés de NaH est neutralisé par I'ajout de quelques gouttes
d’éthanol jusqu’a I'arrét du dégagement gazeux puis d’'un millilitre d’éthanol. Le solvant est ensuite
évaporé sous vide pour conduire a 165 mg de produit cyclisé 94 (70 %).

NMR *H (CDCls, 300 MHz) 6= 0.89 (m, 3 H), 1.20-1.40 (m, 10 H), 1.48 (s, 9 H), 1.60-1.98 (m, 6 H),
3.25-3.42 (m, 2 H), 3.73 (s, large, 1 H).
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Conclusion générale et perspectives

L’étude des bactéries associées aux lichens a dans un premier temps été réalisée sur la souche DP94,
dont I'extrait brut a présenté une activité cytotoxique intéressante. Elle a débuté par des travaux
d’optimisation des conditions de culture de cette souche dans le but d’isoler le ou le(s) composé(s)
actif(s). Cela nous a permis de sélectionner un milieu de culture (TY) et une durée de culture (4 jours
apres la phase stationnaire) les plus appropriés pour favoriser la production de composés cytotoxiques.
Le plan d’expérience appliqué par la suite pour optimiser les autres parametres de culture
(température, pH, pourcentage d’inoculum et vitesse d’agitation) nous a permis de démontrer qu’une
température a 37°C est optimale pour améliorer I'activité des extraits bactériens lors de la culture en
bioréacteur. Les autres parametres n‘ont cependant pas montré, d’un point de vue statistique,
d’influence significative sur cette activité. Ce plan d’expérience doit donc étre renouvelé en fixant la
température a 37 °C et en réajustant les valeurs des autres parameétres de culture (pH, volume
d’inoculum...). On peut également envisager d’utiliser un autre type de plan d’expérience ou d’analyse
statistique parmi ceux qui sont décrits dans la review de Mandenius et Brundin [282].

Nous avons poursuivi notre étude en réalisant I'isolement des composés produits par notre souche
DP94. Cela a mené ala purification de 17 composés dont 13 sont identifiés. Ce sont tous des composés
azotés parmi lesquels 9 dicétopipérazines (4, 7-9, 12-14, 20-21), 3 dérivés de base puriques (10, 11 et
22) et 1 dérivé del'indole (1). Un des dérivés de I'ladénosine, le composé 10, présente une faible activité
cytotoxique qui diminue lorsque les essais sont répétés. Cela nous laisse envisager la possibilité que ce
composé ait un role dans I'activité des extraits mais qu’il subit une dégradation de type hydrolyse. Une
méthode de fractionnement différente, la CPC nous a permis de travailler sur des fractions actives
constituées de peu de composés. Aprées isolement et analyses structurales, ces composés se sont
révélés comme étant de la méthyl-adénosine et de I'uracile, laissant supposer que les composés actifs
sont des antimétabolites de types dérivés puriques et pyrimidiniques.

En ce qui concerne le ciblage des composés actifs une premiere analyse par PLSDA des données de
spectrométrie de masse des extraits obtenus a été entreprise mais n’a pas mis en évidence de
différence significative entre les échantillons actifs et inactifs. Ces résultats impliquent que, soit les
composés actifs sont présents en trop faible quantité, soit ils ne s’ionisent pas dans nos conditions
analytiques par HPLC/MS. La recherche des composés responsables de I'activité cytotoxique issus de
fractions par réseaux moléculaires a permis de mettre en évidence plusieurs métabolites
potentiellement actifs mais présents en trop faible quantité pour permettre leur isolement. Pour cibler
ces composés, une culture en plus grande quantité est envisageable en utilisant des parametres de
culture qui auront été préalablement sélectionnés par un autre plan d’expérience, toujours dans le but
de favoriser la production de ou des métabolites actifs. La mise en évidence des différents ions
responsables, d’un point de vue statistique, de la séparation des fractions actives et inactives,
permettra de mieux cibler les futurs travaux d’isolement.

Les composés identifiés lors de ces études n’expliquent donc pas I'activité cytotoxique des extraits
bruts, ce qui souligne certaines limites de notre étude.

- Il est connu que certains métabolites actifs produits par des bactéries (comme les dérivés
phénoxazine de type dactinomycine...) peuvent atteindre des masses molaires de 1200-
1300 Da. Notre spectrométre de masse utilisé en routine pour nos analyses ayant une
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fenétre de détection allant jusqu’a 1200 Da il est donc possible que le poids moléculaire
de nos composés actifs soient dans cette gamme de PM > 1200 Da.

- Lors des travaux de fractionnement nous avons également observé une diminution voire
parfois une perte de I'activité qui peut étre expliquée par une synergie de plusieurs
composés au sein de l'extrait brut. Cette hypothése est notamment appuyée par les
résultats obtenus lors du fractionnement de I'extrait de résine de I'expérience 3 du plan
d’expérience (IV. B. Analyse statistique par PLSDA). Deux groupes de fractions actives sont
distingués, séparant ainsi deux types de composés actifs suivant leur polarité. L'analyse
statistique confirme la différence entre ces deux groupes soulignant la possibilité de
présence d’au moins deux familles de composés actifs dans notre extrait total et donc une
potentielle synergie entre ces deux groupes.

- Enfin la perte ou la diminution de I’activité lors des fractionnements peut également étre
expliquée par une dégradation des composés actifs, notamment par hydrolyse, comme
cela semble étre le cas pour le composé 10 ou le dérivé de I'uracile. Ce composé 10 perd
son activité lors des répétitions des tests de cytotoxicité témoignant d’une possible
hydrolyse en adénosine dans le DMSO.

Tous ces travaux nous montrent que la souche DP94 possede une grande plasticité de production. Elle
produit un grand nombre de composés, dont plusieurs possedent une activité cytotoxique. Sa
production est également grandement influencée par les conditions de culture qui lui sont appliquées.
La recherche des composés actifs peut étre poursuivie par le renouvellement d’un plan d’expérience
avec une adaptation des valeurs de chaque parameétre observé. Lorsque les conditions adéquates
seront définies, une culture a grande échelle suivie d’un fractionnement ciblé sur les composés mis en
évidence par réseaux moléculaires ou par analyse chimiométrique pourra étre réalisée. L'identification
de certains composés isolés reste encore a terminer. De plus, I’évaluation des propriétés antibiotiques
de tous les composés isolés présente un intérét majeur, du fait des propriétés biologiques
précédemment décrites et de leur implication dans le « quorum-sensing » et devra donc étre réalisée.

Lors de ce doctorat, nous avons également effectué des études pour déterminer les interactions
possibles entre les deux principaux partenaires de la symbiose lichénique et les souches bactériennes
associées aux lichens et ceci de deux manieres. Nous nous sommes appuyés pour cela sur |I'étude de
la communication chimique entre bactéries et lichens, par I'intermédiaire de I'influence des composés
lichéniques sur la croissance et le métabolisme des bactéries d’une part et sur la capacité bactérienne
a les biotransformer d’autre part. Tout d’abord I'effet de I’acide usnique sur plusieurs souches
bactériennes a confirmé un effet d’inhibition de la croissance des bactéries a Gram-positif ainsi qu’une
modification du métabolisme de certaines d’entre elles. La souche productrice d’acide usnique
(MOLA1488) est elle-méme inhibée par ce composé. Il est donc probablement produit dans un but
d’auto-régulation de la population bactérienne par la souche MOLA1488. La production de ce composé
par le lichen est déja expliquée pour son role photoprotecteur mais on peut y ajouter un réle dans le
controéle de la colonisation bactérienne du thalle lichénique.

La seconde partie a consisté en une étude de biotransformation de composés lichéniques par trois
souches bactériennes, représentatives des trois phyla bactériens les plus présents dans le thalle
lichénique. Elle a permis de constater que les trois souches étudiées possédent un potentiel de
biotransformation de ce type de composés polyphénoliques. De nombreux dérivés ont été détectés et
leur identification nécessite de réaliser I’étude sur un grand volume de culture. Cependant les dérivés
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obtenus different en fonction de la souche étudiée ce qui montre qu’elles n‘ont pas les mémes
capacités de biotransformation. Ces bactéries ont-elles développé cette capacité du fait de leur
environnement ? S’agit-il d’'un mécanisme de défense contre des composés potentiellement
toxiques ? Ou utilisent-elles ces composés comme source de carbone ? L'identification des composés
et des modifications structurales réalisées par les bactéries peuvent apporter des éléments de réponse
aces questions. L'analyse en cours par réalisation de réseaux moléculaires sur tous les extraits obtenus
apres biotransformation pourra déja confirmer que les composés détectés sont bien des dérivés de
I’acide usnique ou du MOC. Il est évident que la réalisation de cette étude sur une grande quantité de
culture est nécessaire a la finalisation de ce travail. Les composés biotransformés pourront ainsi étre
identifiés et testés notamment pour leur activité antibiotique (notamment les dérivés de I'acide
usnique).

Enfin, une stratégie de synthése de composés azotés bioactifs a été établie lors de ces travaux. Elle a
notamment permis la synthese de la N-Boc-2-heptylpyrrolidine, démontrant la possibilité de
synthétiser des alcaloides de type pyrrolidine. Elle doit donc permettre de synthétiser les cibles
sélectionnées (bgugaine, coniine et tylophorine) mais diverses étapes d’optimisation sont encore
nécessaires notamment par le biais de I'utilisation de nouveaux groupements protecteurs de la
fonction alcool terminale. Certains dérivés ont été envisagés pour réaliser des essais de
biotransformation par des souches bactériennes associées aux lichens. Ce type d’étude aurait permis
de caractériser les capacités de biotransformation de nos souches envers des produits extérieurs a leur
environnement. De plus, elle aurait permis d’accéder a une nouvelle diversité structurale. Enfin les
composés sélectionnés possedent tous un carbone asymétrique, I'utilisation d’enzymes bactériennes
pour effectuer les étapes de synthése énantiosélective représenterait un grand intérét en termes de
stéréosélectivité, de limitation du nombre d’étapes et de rendement.

Pour conclure, les travaux décrits dans ce manuscrit ont permis de développer des stratégies pour
I’obtention de composés azotés bioactifs. Les bactéries associées aux lichens, organismes encore peu
étudiés, permettent I'isolement de ce type de composés. Le profil chimique de souches bactériennes
a été étudié et les propriétés biologiques des composés isolés ont été mises en évidence. La capacité
de biotransformation de bactéries associées aux lichens a également été évaluée. Enfin, nous avons
décrit une méthode d’obtention de composés azotés potentiellement bioactifs par synthése.
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ANNEXE 1 : Spectre RMN *H (500 MHz) du composé 1 (Indole-3-carboxaldéhyde) dans le CD;0D

(wda) 1)
0's

09 S'9 0L Se 08 S8 06 §6 001 SC

S's

od

SE

(133

ST

ST 0T

01

00

Sy

S0

0.8%—

1L01—=x

{ 23

g

-y

-~

aosW
T9-T3-INY

PY'OT'T-9-Td-LNVA

17
A7
A6
—— A5
A5
A5

749
743
7A7
TAT7
747
730
729
728
L7.23
L7228
L1727
L7.26
17.26
17,25
724
-7 24
723
L7222

|
|
|
|
|
e

00T+

00T+

00T

00E

00%

005

0001+

0071+

00T+

00ET+

00+1+

0057+
0097+
0041+
0081
0061
0007+
00124

282



ANNEXE 2 : Spectre RMN *H (500 MHz) du composé 4 (cyclo (L-Val-L-Pro)) dans le CDsOD
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ANNEXE 3 : Spectre RMN *H (500 MHz) du composé 7 (cyclo (L-Tyr-D-Pro)) dans le CDs0D
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ANNEXE 4 : Spectre RMN *H (500 MHz) du composé 9 (cyclo (L-Tyr-L-Tpn)) dans le CDsOD
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ANNEXE 5 : Spectre RMN *H (500 MHz) du composé 10 (1-(5-Deoxy-B-D-erythro-pent-4-

enofuranosyl)) dans le CD;s0D
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ANNEXE 6 : Spectre RMN *H (500 MHz) du composé 11 (Adénosine) dans le D,0
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ANNEXE 7 : Spectre RMN *H (500 MHz) du composé 12 (Cyclo (L-OMet-L-Pro)) dans le CDs0D
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ANNEXE 8 : Spectre RMN *H (500 MHz) du composé 20 (Cyclo (L-Leu-L-Pro)) dans le CDCl3
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ANNEXE 9 : Spectre RMN *H (500 MHz) du composé 21 (Cyclo (L-Tyr-L-Pro)) dans le CDsOD
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ANNEXE 10 : Spectre RMN H (500 MHz) du composé 22 (Adénine) dans le CDs0D
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ANNEXE 12 : Chromatogrammes des échantillons de bioconversion de I’acide usnique a 0,01 mg/mL
et 0,1 mg/mL par la souche MOLA1416

uv
50000 - -
— Temoin
o, Acide
40000 <
19 usnique
30000~ .
20000+ H
10000+ ¢ l
A = -~
A A
c T 1 1 T 1 Ll Ll
20,0 225 250 275 300 25 350 375 400
min

Figure A- 1 : Chromatogramme obtenu en HPLC de la biotransformation de I'acide usnique a 0,01 mg/mlL a J1 (bleu), J9 (noir)
d’incubation dans le tampon phosphate par la souche MOLA1416 et comparé au J9 Blanc (rouge). HPLC/UV-DAD sur colonne
Prevail® C1g 5 um, gradient d’élution H,O/ACN : 100% H,0 de 0 ¢ 5 min, de 0% a 100% d’ACN entre 5 et 35 min, 100% d’ACN
de 35 a 45 min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 a 60 min. Détection par UV-DAD (détecteur ultra-
violet a barrette de diode) ici montrée a 272 nm
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Figure A- 2 : Chromatogramme obtenu en HPLC de la biotransformation de I'acide usnique & 0,1 mg/mL & J1 (bleu), J9 (noir)
d’incubation dans le tampon phosphate par la souche MOLA1416 et comparé au J9 Blanc (rouge). HPLC/UV-DAD sur colonne
Prevail® Cig 5 um, gradient d’élution H;O/ACN : 100% H,0 de 0 a 5 min, de 0% a 100% d’ACN entre 5 et 35 min, 100% d’ACN
de 35 a 45 min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 a 60 min. Détection par UV-DAD (détecteur ultra-
violet a barrette de diode) ici montrée a 272 nm
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ANNEXE 13 : Chromatogrammes des échantillons de bioconversion de I'acide usnique a 0,01 mg/mL
et 0,1 mg/mL par la souche DP94

uv
100000 7 - N
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|
E J
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250004
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c T T Ll T T oi..0 Ll
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Figure A- 3 : Chromatogramme obtenu en HPLC de la biotransformation de I’acide usnique a 0,01 mg/mlL a J1 (bleu), J9 (noir)
d’incubation dans le tampon phosphate par la souche DP94 et comparé au J9 Blanc (rouge). HPLC/UV-DAD sur colonne
Prevail® C1g 5 um, gradient d’élution H,O/ACN : 100% H,0 de 0 ¢ 5 min, de 0% a 100% d’ACN entre 5 et 35 min, 100% d’ACN
de 35 a 45 min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 a 60 min. Détection par UV-DAD (détecteur ultra-
violet a barrette de diode) ici montrée a 272 nm
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Figure A- 4 : Chromatogramme obtenu en HPLC de la biotransformation de I'acide usnique ¢ 0,1 mg/mL & J1 (bleu), J9 (noir)
d’incubation dans le tampon phosphate par la souche DP94 et comparé au J9 Blanc (rouge). HPLC/UV-DAD sur colonne
Prevail® Cig 5 um, gradient d’élution H,O/ACN : 100% H,0 de 0 a 5 min, de 0% a 100% d’ACN entre 5 et 35 min, 100% d’ACN
de 35 a 45 min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 a 60 min. Détection par UV-DAD (détecteur ultra-
violet a barrette de diode) ici montrée a 272 nm
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ANNEXE 14 : Chromatogrammes des échantillons de bioconversion de I'acide usnique a 0,1 mg/mL et
0,5 mg/mL par la souche B. weihenstephanensis

w
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Figure A- 5 : Chromatogramme obtenu en HPLC de la biotransformation de I'acide usnique a 0,1 mg/mlL a J1 (bleu), J9 (noir)
d’incubation dans le tampon phosphate par la souche B. weihenstephanensis et comparé au J9 Blanc (rouge). HPLC/UV-DAD
sur colonne Prevail® C13 5 um, gradient d’élution H,O/ACN : 100% H,0 de 0 a 5 min, de 0% & 100% d’ACN entre 5 et 35 min,
100% d’ACN de 35 a 45 min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 a 60 min. Détection par UV-DAD
(détecteur ultra-violet a barrette de diode) ici montrée a 272 nm
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Figure A- 6 : Chromatogramme obtenu en HPLC de la biotransformation de I'acide usnique & 0,5 mg/mL & J1 (bleu), J9 (noir)
d’incubation dans le tampon phosphate par la souche B. weihenstephanensis et comparé au J9 Blanc (rouge). HPLC/UV-DAD
sur colonne Prevail® Cig 5 um, gradient d’élution H,O/ACN : 100% H,0 de 0 & 5 min, de 0% a 100% d’ACN entre 5 et 35 min,
100% d’ACN de 35 a 45 min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 a 60 min. Détection par UV-DAD
(détecteur ultra-violet a barrette de diode) ici montrée a 272 nm
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ANNEXE 15 : Chromatogrammes des échantillons de bioconversion du MOC a 0,1 mg/mL et 0,5
mg/mL par la souche MOLA1416
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Figure A- 7 : Chromatogramme obtenu en HPLC de la biotransformation du MOC a 0,1 mg/mL a J1 (bleu), J9 (noir) d’incubation
dans le tampon phosphate par la souche MOLA1416 et comparé au J9 Blanc (rouge). HPLC/UV-DAD sur colonne Prevail® Cig
5 um, gradient d’élution H,O/ACN : 100% H,0 de 0 & 5 min, de 0% & 100% d’ACN entre 5 et 35 min, 100% d’ACN de 35 a 45
min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 a 60 min. Détection par UV-DAD (détecteur ultra-violet a
barrette de diode) ici montrée a 272 nm
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Figure A- 8 : Chromatogramme obtenu en HPLC de la biotransformation du MOC a 0,5 mg/mL a J1 (bleu), J9 (noir) d’incubation
dans le tampon phosphate par la souche MOLA1416 et comparé au J9 Blanc (rouge). HPLC/UV-DAD sur colonne Prevail® Cig
5 um, gradient d’élution H,O/ACN : 100% H,0 de 0 a 5 min, de 0% & 100% d’ACN entre 5 et 35 min, 100% d’ACN de 35 g 45
min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 a 60 min. Détection par UV-DAD (détecteur ultra-violet a
barrette de diode) ici montrée a 272 nm
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ANNEXE 16 : Chromatogrammes des échantillons de bioconversion du MOC a 0,01 mg/mL et 0,5
mg/mL par la souche DP94

uv
e Temoin
MOC
J1
750004 — J9 »
4
50000

|
| ’Lx
oA s

15.0 175 200 225 250 278 300 285 350
min

Figure A- 9: Chromatogramme obtenu en HPLC de la biotransformation du MOC a 0,01 mg/mL & J1 (bleu), J9 (noir)
d’incubation dans le tampon phosphate par la souche DP94 et comparé au J9 Blanc (rouge). HPLC/UV-DAD sur colonne
Prevail® C1g 5 um, gradient d’élution H,O/ACN : 100% H,0 de 0 & 5 min, de 0% a 100% d’ACN entre 5 et 35 min, 100% d’ACN
de 35 a 45 min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 a 60 min. Détection par UV-DAD (détecteur ultra-
violet a barrette de diode) ici montrée a 272 nm
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Figure A- 10: Chromatogramme obtenu en HPLC de la biotransformation du MOC a 0,5 mg/mL a J1 (bleu), J9 (noir)
d’incubation dans le tampon phosphate par la souche DP94 et comparé au J9 Blanc (rouge). HPLC/UV-DAD sur colonne
Prevail® Cig 5 um, gradient d’élution H,O/ACN : 100% H,0 de 0 a 5 min, de 0% a 100% d’ACN entre 5 et 35 min, 100% d’ACN
de 35 a 45 min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 a 60 min. Détection par UV-DAD (détecteur ultra-
violet a barrette de diode) ici montrée a 272 nm
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ANNEXE 17 : Chromatogrammes des échantillons de bioconversion du MOC a 0,01 mg/mL et 0,1
mg/mL par la souche B. weihenstephanensis
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Figure A- 11 : Chromatogramme obtenu en HPLC de la biotransformation du MOC a 0,01 mg/mL a J1 (bleu), J9 (noir)
d’incubation dans le tampon phosphate par la souche B. weihenstephanensis et comparé au J9 Blanc (rouge). HPLC/UV-DAD
sur colonne Prevail® C13 5 um, gradient d’élution H,O/ACN : 100% H,0 de 0 a 5 min, de 0% & 100% d’ACN entre 5 et 35 min,
100% d’ACN de 35 a 45 min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 a 60 min. Détection par UV-DAD
(détecteur ultra-violet a barrette de diode) ici montrée a 272 nm
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Figure A- 12 : Chromatogramme obtenu en HPLC de la biotransformation du MOC a 0,1 mg/mL a J1 (bleu), J9 (noir)
d’incubation dans le tampon phosphate par la souche B. weihenstephanensis et comparé au J9 Blanc (rouge). HPLC/UV-DAD
sur colonne Prevail® Cig 5 um, gradient d’élution H,O/ACN : 100% H,0 de 0 & 5 min, de 0% & 100% d’ACN entre 5 et 35 min,
100% d’ACN de 35 a 45 min, de 100% a 0% d’ACN entre 45 et 50 min, 100% d’H,0 de 50 a 60 min. Détection par UV-DAD
(détecteur ultra-violet a barrette de diode) ici montrée a 272 nm
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Obtention de composés azotés bioactifs d’origine naturelle. Etude de biotransformation par des
bactéries associées aux lichens.

Résumé : |l est plus que nécessaire aujourd’hui d’apporter de nouvelles avancées dans le domaine des traitements
anti-cancéreux. Il est également bien établi que dans la famille des produits bioactifs d’origine naturelle, les
composés azotés sont largement représentés et ce dans la plupart des classes thérapeutiques. Aussi, ces travaux se
sont concentrés sur l'obtention de composés azotés bioactifs d’origine naturelle en ciblant des produits
cytotoxiques. Ce travail est divisé en trois parties. Tout d’abord, nous avons choisi d’étudier les souches bactériennes
associées aux lichens. En effet, le réseau symbiotique complexe que représente le lichen est d’un grand intérét pour
I'identification de nouvelles souches bactériennes avec des potentiels de production de composés d’intérét et
notamment d’un point de vue biotechnologique. Dans un premier temps, un travail d’optimisation des conditions
de culture d’une souche d’Actinobactérie, Nocardia sp, isolée a partir d’un lichen, Collema auriforme, a été réalisé
dans le but de favoriser la production de composés cytotoxiques. Dans un second temps, I'étude bactériochimique
de cette souche a permis l'isolement de 13 composés azotés, dont deux dicétopipérazines bromées qui sont
nouvellement décrites ainsi que des dérivés puriques et pyrimidiques. Enfin, un travail de ciblage des composés
actifs, par réseaux moléculaires et analyses multivariées de données de spectrométrie de masse, a mis en évidence
des molécules potentiellement responsables de I'activité. La seconde partie de ce travail apporte des éléments de
réponse sur la nature de la relation bactérie-lichen en observant les effets de certains composés lichéniques sur la
croissance et le métabolisme bactériens ainsi qu’en étudiant le potentiel de biotransformation de trois bactéries
associées aux lichens (une Firmicutes, une a-protéobactérie et une Actinobactérie). Les souches sélectionnées ont
toutes montré des capacités de biotransformation des composés lichéniques testés (notamment acide usnique et
méthyl-B-orcinolcarboxylate). Enfin, la troisieme partie de ce travail décrit une nouvelle méthode d’obtention de
composeés azotés bioactifs d’origine naturelle par la voie synthétique. Ainsi, une nouvelle méthode de synthése de
la bgugaine, la coniine et la tylophorine a été étudiée et a permis d’obtenir la N-Boc-2-heptylpyrrolidine, démontrant
la possibilité de synthétiser des alcaloides de type pyrrolidine et d’envisager la synthése des cibles sélectionnées.

Mots-clés : Lichen — bactéries associées — biotransformation — analyse multivariée — réseaux moléculaires —
composés azotés — phytochimie — ai-aminonitrile — cytotoxicité — métabolites spécifiques —communication chimique

Abstract: New advances in anti-cancer therapeutic are today more than necessary. It is also well establish that
amongst bioactive natural compounds, nitrogen compounds are widely represented and that, in all therapeutic
classes. Thus, these works are focused on obtaining bioactive nitrogen compounds from natural sources targeting
cytotoxic products. This work is divided in three parts. First of all, we chose to study bacterial strains associated with
lichen. Indeed, lichens are a complex symbiotic network of great interest for the discovery of new bacterial strains.
Especially for strains with a great biotechnological potential particularly in the production of compounds of interest.
At first, culture conditions of an Actinobacteria, Nocardia sp, isolated from a lichen, Collema auriforme, were
optimised in order to produce cytotoxic compounds. Secondly, the study of the secondary metabolites patterns of
this strain allows the isolation of 13 nitrogen compounds, including 2 brominated diketopiperazines which are newly
described, along with purine and pyrimidine derivatives. Finally, a targeting work of bioactive compounds was
realised by establishing molecular networking and multivariate analysis of mass spectrometry data, highlighting
molecules potentially responsible for activity. The second part of this work bring some answers about the nature of
the relationship between bacteria and lichen, by observing effect of some lichen compounds on bacterial growth
and metabolism as well as studying the biotransformation potential of three lichen-associated bacteria (a Firmicutes,
an o-proteobacteria and an Actinobacteria). All selected strains showed ability for the biotransformation of tested
lichen compounds (usnic acid and methyl-B-orcinolcarboxylate). Finally, the third part of this work describes a new
method for obtaining bioactive nitrogen compounds by a synthetic way. Thus, a novel synthesis method of bgugaine,
coniine and tylophorine was studied and led to N-Boc-2-heptylpyrrolidine, showing the possibility to synthesize
pyrrolidine alkaloids and to consider the synthesis of selected targets.

Key words : Lichen — associated bacteria — biotransformation — multivariate analysis —molecular networks — nitrogen
compounds — phytochemistry — a-aminonitrile — cytotoxicity — specific metabolites — chemical communication
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