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RESUME

BIOCONVERSION FONGIQUE.
APPLICATION A LA PRODUCTION D'UN AGENT ANTITUMORAL :
LA 9-HYDROXY ELLIPTICINE.

Le dérivé 9-hydroxylé de I'Ellipticine est un alcaloide indolique dont la forme quaternisée
a montré une activité remarquable contre certaines formes de tumeurs. La synthése chimique du
dérivé 9-substitué, a la base du Celiptium® utilisé en chimiothérapie anti-cancéreuse, est de faible
rendement et de cofit élevé. Ceci nous a conduit & la recherche d'une autre voie de production
utilisant le systéme enzymatique du cytochrome P-450. En effet, de nombreuses substances
chimiques, présentes dans l'environnement, sont métabolisées par ce systeme des monooxygénases
qui détoxifie ainsi 'organisme. Présent dans de nombreux microorganismes et notamment au sein
des champignons, ce systeme enzymatique recéle des potentialités tout a fait remarquables et permet
de transformer 1'Ellipticine en 9-hydroxy ellipticine qui peut elle-méme s'oxyder et former des
composés se comportant comme des agents pro-alkylants in vivo.

Nous avons donc développé un procédé d'oxydation enzymatique de 1'Ellipticine par
l'utilisation d'un syste¢me fongique tel que la souche Aspergillus alliaceus ou la souche
Cunninghamella echinulata.

Nous avons ainsi déterminé les conditions optimales d'extraction des composés puis
réalisé le dosage des substances témoins et des essais de bioconversion par chromatographie sur
couche mince et chromatographie en phase liquide. Les problémes rencontrés lors de ces dosages
nous ont amenés a la proposition d'un mécanisme réactionnel explicitant l'oxydation du dérivé 9-
hydroxyl€ in vitro. De fagon a doser ces dérivés oxydés, nous avons mis au point une méthode
colorimétrique.

Les résultats obtenus sur la transformation de 1'Ellipticine montrent que la méthode
consistant en un traitement du mycélium et un contact limité de I'Ellipticine avec le systéme fongique
suffit pour obtenir une transformation de notre alcaloide.

Par rapport a un procédé classique de bioconversion de I'Ellipticine décrit dans la
littérature, le temps de culture nécessaire est réduit de moitié pour une production de 9-OH ellipticine
doublée sur des cultures effectuées au laboratoire. Les essais réalisés sur un fermenteur "pulsé" d'un
nouveau type tendant a augmenter les transferts de matieres démontrent que l'exploitation du
mécanisme de cisaillement mis en jeu dans ce type de réacteur permet d'accroitre les rendements de
biomasse fongique. De méme, les taux de conversion obtenus montrent que la durée de culture est
divisée par 4 pour une production de 9-OH ellipticine triplée.



Afin de déterminer une possible oxydation chimique biomimétique de I'Ellipticine, nous
avons réalisé de nombreux essais a l'aide de divers systémes oxydants. Seul, le sel de Fremy
conduit a la formation de 9-oxo ellipticine. L'oxydation de I'Ellipticine en position 9 semble donc se
faire de fagon plus spécifique et dans des conditions plus douces au sein d'un systeme fongique.

L'étude d'une préfaisabilité industrielle de la transformation fongique de 1'Ellipticine
montre la possibilité effective de recourir a ce moyen de production.

La bioconversion de I'Ellipticine en un dérivé 9-hydroxylé, démontrée au laboratoire sur

des cultures et appliquée dans un réacteur pulsé, est donc susceptible de remplacer la synthese
chimique.



ZUSAMMENFASSUNG

PILZUMWANDLUNG
ANWENDUNG ZUR PRODUKTION EINES ANTIKREBSMITTELS :
DAS 9-HYDROXYD ELLIPTICIN

Das 9-Hydroxydderivat des Ellipticins ist ein Indolalkaloid, dessen quartidire Form
eine deutliche Wirkung auf verschiedene Tumorarten gezeigt hat. Dieses Hydroxydderivat, das als
Ausgangstoff zur Produktion des Celiptiums® dient , wurde bereits zur chemischen Behandlung
von Krebsgeschwiiren angewendet. Jedoch ist die chemische Synthese des 9-Hydroxydderivates
sehr kostspielig und die Produktionsrate unzureichend. Deshalb haben wir ein anderes
Produktionsverfahren verfolgt, indem wir eine enzymatische Umwandlung mit Hilfe des
Cytochromes P-450 entwickelt haben.

Zahlreiche in der Natur vorkommende chemische Substanzen sind {iber den Vorgang
der Monooxygenase metabolisiert worden. Dieser Vorgang filihrt zu einer Entgiftung des
Organismus. Durch die Anwesenheit in zahlreichen Mikroorganismen und besonders im Pilz bietet
dieses enzymatische System eine absolut wirksame Moglichkeit der Umwandlung vom Ellipticin
zum 9-Hydroxyd Ellipticin. Dieses oxidiert sich selbst und bildet Derivate, welche sich wie pro-
alkyle Wirkstoffe in vivo verhalten.

Folglich haben wir das Ellipticin durch die Entwicklung eines enzymatischen
Fermentationsprozesses mit Hilfe von Pilzkulturen oxidiert, wobei uns als Stammkultur der
Aspergillus alliaceus oder der Cunninghamella echinulata diente. Nachdem wir die optimalen
Abtrennungsbedingungen fiir die Substanzen gefunden hatten, bestimmten wir die Dosierung der
Probesubstanz und untersuchten danach die biologische Umwandlung der Versuchssubstanz mittels
der Diinnschichtchromatographie und der Fliissigkeitschromatographie. Aufgrund der so
gewonnenden Ergebnisse, folgerten wir einen Reaktionsmechanismus, der die Oxidation des 9-
Hydroxydderivates in vitro erklirt. Zur Quantitétsbestimmung des oxidierten Derivates wendeten
wir die Kolorimetriemethode an.

Die Ergebnisse der Ellipticinumwandlung zeigen, daB die Methode des
Schimmelpilzfermentationsprozesses, verbunden mit einem zeitlich limitierten Kontakt zwischen
Ellipticin und Schimmelpilz, eine Umwandlung des Alkaloids gewihrleisten. Im Vergleich zu der in
der Literatur beschriebenen klassischen biologischen Umwandlung des Ellipticins, verringert sich
die notwendige Wachstumszeit der Pilzkultur um die Hilfte. Zugleich erzielten wir den doppelten
Ertrag des 9-Hydroxyd Ellipticins im Labor.

Der neu entwickelte Hubstrahlbioreaktor erméglicht eine Steigerung des

Stofftransportes. Die dadurch erzielte hthere Ausnutzung des Zellenmechanismus fiihrt zu einer



Steigerung der Biomassenproduktion. Gleichfalls erzielten wir die dreifache Produktion des 9-OH
Ellipticins bei einer um das vierfache verringerten Fermentationszeit.

Um eine mégliche reproduzierbare chemische Oxidation des Ellipticins nachweisen
zu konnen, haben wir mit Hilfe verschiedener Oxidationssysteme zahlreiche Versuche
durchgefiihrt. Lediglich die Methode mit "Sel de Fremy" fiihrte zu einer Bildung des 9-Oxo
Ellipticins. Die Oxidation dieses Alkaloids in der Position 9 scheint sich stark spezifisch und
langsamer im Innern des Schimmelpilzes einzustellen.

Die Untersuchungen beziiglich eines industriellen Einsatzes dieser
Umwandlungsmethode durch Pilzkulturen erdffnen eine reale Moglichkeit diese mittels eines
Produktionsverfahrens zu nutzen. Die biologische Umwandlung des Ellipticins in ein 9-Hydroxyd
Ellipticin im Labor, ermdglicht durch den Hubstrahlbioreaktor, ist also geeignet, die chemische
Synthese zu ersetzen.
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INTRODUCTION

Les maladies cancéreuses représentent aujourd'hui un mal devant lequel nous sommes
pas ou peu armés. La chimiothérapie reste, sans conteste, la seule arme efficace pour détruire les
cellules tumorales qui échappent a la chirurgie et a la radiothérapie.

Mais les composés anticancéreux doivent posséder deux propriét€s apparemment
inconciliables : ils doivent étre a la fois cytotoxiques et sélectifs. Ils doivent donc exterminer les
cellules cancéreuses tout en épargnant les cellules normales, ce qui exige de ces substances une
"subtilité" que seule leur confere une certaine complexité. Complexité que les chimistes doivent
chercher aupres de molécules d'origine naturelle.

Ainsi, organismes de recherche et industries pharmaceutiques se sont lancés dans une
course d'isolement et de fabrication de substances anticancéreuses. En 1984, il n'existait que 32
produits anticancéreux commercialisés aux Etats-Unis [1] et ces composés font 1'objet d'études
permanentes. Les chercheurs tentent de découvrir parmi les produits naturels issus de plantes,
d'invertébrés marins, d'algues ou de microorganismes, de nouvelles molécules dotées de telles
capacités antitumorales.

L'Ellipticine fait partie de ces molécules découvertes a partir d'extraits de plantes et dont
certains dérivés possedent des propriétés antitumorales tout a fait intéressantes.

Le dérivé 9-hydroxylé de I'Ellipticine, dérivé prometteur tres efficace contre certaines
formes de tumeurs, apparaissait ainsi comme une molécule d'avenir par formation de dérivés
quaternisés pour leur solubilisation [2 - 4].

Les industries pharmaceutiques ont alors tenté la production de ce composé par synthese
chimique. Mais les rendements sont faibles et les cofits apparaissent élevés. Aussi une étude a-t-elle
€té entreprise afin de savoir s'il €tait possible de trouver une autre méthode de production de la 9-
hydroxy ellipticine.

L'idée de base est d'utiliser un systéme permettant l'oxydation enzymatique de
I'Ellipticine. En effet, la plupart des substances chimiques sont hydrophobes. Lorsqu'elles sont
administrées & un organisme, ces substances sont métabolisées au niveau du foie par des
monooxygénases associées au NADPH et au cytochrome P-450 de fagon a pouvoir les €liminer. I
s'agit donc d'un mécanisme de détoxification trés efficace présent dans tout organisme procaryotique
mais surtout eucaryotique et certains auteurs ont essayé de l'utiliser au sein de divers systemes
comme par exemple l'immobilisation sur gel de microsomes, de microorganismes, ou par culture de
cellules hépatiques [5].
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Notre travail va consister d'abord a déterminer un systeme de transformation
enzymatique de l'Ellipticine en 9-hydroxy ellipticine, puis a développer un procédé général
permettant la production de cette molécule. Cette étude inclut cependant une contrainte importante car
elle doit se situer toute entiére dans un but d'industrialisation. Notre souci permanent est, par
conséquent, de réduire ou de simplifier au maximum les étapes nécessaires a 1'élaboration de notre
produit. Ce travail implique, aussi, plusieurs objectifs nécessaires a la réalisation compléte de la
biotransformation:

- I'étude au laboratoire du systeéme enzymatique de conversion de I'Ellipticine;
- la récupération et le dosage de la substance recherchée;
- la préparation de réacteurs pilotes de fagon a définir une faisabilité industrielle.

Néanmoins, a coté de cette étude d'oxydation enzymatique de 1'Ellipticine, nous
avons voulu savoir s'il était possible de trouver un syst¢éme biomimétique reproduisant les
monooxygénases a cytochrome P-450. Nous avons donc tenté la reconstitution d'un systéme
chimique in vitro ayant des propriétés d'oxydation et permettant la synthese de 'hydroxy-9
ellipticine a partir de 'Ellipticine.



CHAPITRE 1

L'ELLIPTICINE ET LE
SYSTEME DE BIOCONVERSION
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I - L'ELLIPTICINE ET LE SYSTEME DE BIOCONVERSION

La dénomination d'alcaloides est aujourd'hui limitée aux substances azotées complexes
d'origine végétale dont la molécule renferme au moins un atome d'azote salifiable. Pour la plupart,
ils sont doués, a faible dose, de remarquables propriétés pharmacodynamiques et ont une forte
activité physiologique.Ces composés, a caracteére basique plus ou moins prononcé, possédent un
ensemble de réactions vis-a-vis de certains réactifs chimiques.

I1 n'existe pas de classification spécifique des alcaloides. On suit celle de la chimie
organique en tenant compte d'abord de la position de l'azote qui peut étre extracyclique ou compris
dans le cycle.

L'Ellipticine est définie comme un alcaloide indolique [6].

I.1 - RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE
1.1.1 - L'ELLIPTICINE
I.1.1.1 - Introduction

L'Ellipticine a été extraite pour la premiére fois en 1959 d'Ochrosia elliptica Labill.
(famille des Apocynaceae) qui est une espece de petit arbuste tropical persistant [7]. Cet alcaloide a

ensuite été trouvé chez différentes espéces de plantes tropicales : Aspidosperma, Excavatia et
Bleekeria [6].

En recherchant des substances a activité antitumorale chez des plantes australiennes,
Dalton et al. [8] découvrirent en 1967 les propriétés anticancéreuses naturelles de I'Ellipticine et de la
9-méthoxy ellipticine contre quelques tumeurs murines. Ceci fut confirmé par de nombreux
chercheurs, notamment aux Etats-Unis [9], complété par des études d'évaluations toxicologiques
chez l'animal qui ont révélé des effets secondaires toxiques tels que des problémes cardio-

vasculaires, des hémolyses [10] et une toxicité nerveuse, notamment au niveau du cervelet [11].

En 1970, Mathé et al. [12] rapportent l'activité antitumorale de la 9-OCH3 ellipticine,
dérivé naturel de 1'Ellipticine, sur la leucémie myéloblastique aigué chez I'homme [13]. On a pu
ensuite comprendre le mécanisme d'action de cet antitumoral en relation avec sa structure : les
proprié€tés intercalantes de la 9-OCH3 ellipticine sur l'acide désoxyribonucléique furent démontrées
[14]. L'hypothese avancée était que ces substances avaient pour cible I'ADN [15].
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La structure relativement simple de ces substances dérivant d'un noyau pyrido-carbazole
a incité les chimistes a tenter des syntheéses pour les fabriquer [9,16]. Ainsi, la recherche de
nouveaux dérivés ayant une tres forte affinité pour I' ADN conduisit & la syntheése de I'hydroxy-9
ellipticine [2,3,17] et du 2-méthyl,9-hydroxy ellipticinium [11] qui ont montré des propriétés
antitumorales contre plusieurs tumeurs expérimentales. Des essais cliniques ont ensuite €t€ publiés
concernant le 2-CH3,9-OH ellipticinium [18], qui a montré par la suite une action thérapeutique
importante contre le cancer du sein [19].

I.1.1.2 - Chimie de I'Ellipticine et de ses dérivés

a) Structure

L'Ellipticine est une molécule aromatique a quatre cycles contenant deux hétérocycles
azot€s et portant deux groupements méthyl. La Figure 1.1 montre la structure de ce
5,11,diméthyl,6H-pyrido[4,3-b]carbazole,

R =H : Ellipticine
R = OH : 9-OH ellipticine

CH3

R =H : Acétométhylate

NNt CH d'ellipticinium
R = OH : 9-OH ellipticinium
= (Acétate d'elliptinium)

CH3COO-

Tz

CH3

FIGURE 1.1 : STRUCTURE DE L'ELLIPTICINE ET DE SON DERIVE 9-HYDROXYLE.
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La molécule tend & devenir protonée sur la position azotée 2. Le pKa est égal 2 6,8 [2].
La charge positive résultante est délocalisée sur le systeme cyclique entre les deux atomes d'azote.

A propos des valeurs de pKa observées, il est intéressant de noter les remarques de
Kohn et al. [20] : les valeurs anormales de pKa supérieures a 9 rapportées originellement pour
'Ellipticine, la 9-amino ellipticine et la 9-hydroxy ellipticine (9-OH ellipticine) [2] ont été

redéterminées a trés faible concentration et ont donné les résultats suivants :

pKa = 6,8 pour 1'Ellipticine
pKa = 4,9 pour la 9-NHj ellipticine
pKa = 6,6 pour la 9-OH ellipticine.

La taille et la forme de la molécule d'Ellipticine la font ressembler a une paire de bases
complémentaires purine-pyrimidine, géométrie favorable a l'intercalation entre les paires de bases de
I'ADN [21].

La structure de 1'Ellipticine est aussi remarquable car son systéme polycyclique
aromatique ne porte aucune chaine aliphatique liée, rendant cette molécule non sensible aux réactions
d'oxydo-réduction dans des conditions douces [20].

A pH physiologique, 1'Ellipticine existe & la fois sous forme non protonée et protonée : la
forme non protonée a une solubilité dans l'eau extrémement faible [22], donc une forte solubilité
dans les lipides. Au contraire, une forme protonée comme la structure quaternisée polaire de
I'Ellipticinium a une forte solubilité aqueuse.

Il est & noter que la capacité d'association de la 9-OH ellipticine a une autre molécule
identique, est favorisée par un accroissement de la concentration de sels dans le milieu qui tendent &

neutraliser la répulsion entre les charges positives de la molécule [20].

b) Liaison a l'acide nucléique

La meilleure explication de la plupart des effets biologiques de la série des Ellipticines est
leurs liaisons intercalantes avec certaines parties de la double-hélice d'’ADN ou d'ARN. La liaison de
I'Ellipticine & I'ADN est accompagnée par des changements dans les spectres d'absorption
électronique : 1'Ellipticine libre & pH = 7,0 a un spectre complexe qui devient altéré lorsque l'on
rajoute I'ADN. Le pic d'absorption est déplacé a une longueur d'onde plus haute (bathochromisme)
tandis que l'amplitude du pic est réduite (hypochromisme). A pH = 4,7, ce spectre a un pic simple a
A =301 nm qui peut correspondre & la forme protonée. En revanche, il n'y a plus de différences
entre les spectres d'absorption de I'Ellipticine liée a I'ADN a pH = 4,7 ou a pH = 7,0. Cela signifie
que la dissociation acide-base de I'Ellipticine liée a 'ADN est supprimée [20].
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La constante d'association de I'Ellipticine avec de I'ADN natif est remarquablement
élevée, aussi grande que celle de l'actinomycine, antibiotique connu. La constante apparente
d'association de I'Ellipticine avec de 'ADN de thymus de veau pour un taux de liaison d'une
molécule d'Ellipticine pour 20 nucléotides (pH = 7,0 ; 0,1M Nat* et a 25°C) a été estimée, selon
l'auteur, a Kapp = 107 pour I'ADN natif et 0,4.107 pour ' ADN dénaturé [20]. D'autres auteurs
mentionnent des Kapp différents dans des conditions opératoires légerement différentes (pH = 74
0,1M NaCl-; 0,1M tampon Tris-HCI) : Kapp = 1,5.10% pour 1'Ellipticine et 2,0.106 pour la 9-OH
ellipticine [2,11]. Dans le cadre de cette étude, nous n'avons pas approfondi l'aspect chimique de
l'interaction ADN-Ellipticine.

Le point intéressant est que 1'Ellipticine et I'actinomycine ont des affinités d'interactions
comparables au niveau de 'ADN mais des cinétiques de liaisons différentes qui peuvent expliquer
leurs différences d'action [20].

1.1.1.3 - Cvtotoxicité et propriétés antitumorales

L'Ellipticine et quelques-uns de ses nombreux dérivés sont actifs sur une large gamme
de tumeurs expérimentales. Le Tableau I.1 résume les tumeurs formant le panel du National Cancer
Institute aux Etats-Unis qui coordonne dans le monde nombre de recherches sur les molécules anti-
cancéreuses [1].

Le Tableau 1.2 décrit 'activité des deux composés les plus actifs de I'Ellipticine, la 9-OH
ellipticine et le 2-CHz3,9-OH ellipticinium, sur quelques tumeurs murines expérimentales [11].

En général, les cellules L1210 servent a 1'étude des propriétés antitumorales des
substances faisant partie de la série des Ellipticines. En effet, ces cellules vivantes provoquent une
leucémie mortelle quand elles sont injectées a une souris. Elles gardent leur pouvoir cancérigéne
quand elles sont cultivées in vitro dans un milieu contenant du 2-mercaptoéthanol (60nM.ml-1)
comme facteur de croissance [23].

Les études in vitro sur ces cellules L1210 ont montré que l'effet cytotoxique des
composés anticancéreux analysés était rapide et provoquait un réarrangement de l'architecture

cellulaire qui se traduit par I'apparition de cellules géantes. La perturbation de I'organisation et des
fonctions membranaires a été¢ démontrée [24].

La synthese de I'ADN est préférentiellement inhibée alors que la synthese des protéines
ne semble pas affectée. Une étude faite par Alazard et al.[25] a établi que l'effet prononcé et
immédiat de la 9-OH ellipticine sur la croissance et la viabilité€ d'une souche bactérienne comme

Escherichia coli est dépendant de la drogue et de la concentration extracellulaire en ions magnésium.
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Tumeur Code Origine de la tumeur Description Histologique
TUMEURS MURINES
Leucémie P388 Chimiquement induite Leucémie lymphoide
par le méthylcholanthréne
Mélanome | B16 Spontanée, a la base Mélanome
des oreilles
Cancer CD8 Spontanée Adenocarcinome mammaire
—> métastases
Colon Co38 Induite par le carcinogéne | Adenocarcinome du colon
chimique : —> métastases
1,2 diméthylhydrazine
Leucémie L1210 Chimiquement induite Leucémie lymphoide
par le méthylcholanthréne
Sarcome M5 Spontanée dans les ovaires | Sarcome ascitique
XENOGREFFE DE TUMEUR HUMAINE CHEZ LA SOURIS NUDE
Cancer Mx-1 Cancer humain Conduit d'infiltration
de cellules du carcinome

TABLEAU L1 : CARACTERISTIQUES DES TUMEURS DU PANEL DU N.C.I

(NATIONAL CANCER INSTITUTE) [1].




UEllipticine et sa bioconversion -8-

La synthése des protéines et de I'ARN est inhibée alors que la synthése de I'ADN est seulement
réduite.

2-CH3
SYSTEMES TUMORAUX 9-OH 9-OH
ELLIPTICINE | ELLIPTICINIUM

TUMEURS MURINES

Leucémie L1210 - ++
Leucémie P338 + +4
Carcinome du poumon +/- +/-
de Lewis
My¢élome
M¢élanome B16 + +

TUMEURS DU RAT

Lymphosarcome de Yoshida ++
(in vitro)
Lymphosarcome de Gardner ++

TABLEAU 1.2 : EFFETS DE LA 9-OH ELLIPTICINE ET DU 2-CH3,9-OH
ELLIPTICINIUM SUR QUELQUES TUMEURS EXPERIMENTALES [11].

Le premier effet toxique observé sur ces cellules in vitro est une décroissance du taux de
multiplication cellulaire sans apparition de lyse cellulaire ou de mort immédiate. Les cellules sont
bloquées en phase G2 du cycle cellulaire aprés exposition constante des cultures pendant 24 heures
par 1pug.ml-1 d'Ellipticine ou pendant 30 minutes par une dose de 10 pg.ml-! [26]. Ces cellules

perdent, de plus, leur capacité a provoquer des tumeurs quand elles sont greffées sur une souris

[11].

A partir du calcul de la décroissance du taux de multiplication cellulaire ou bien du
pourcentage de cellules tuées, plusieurs équipes ont montré un effet manifeste et important de la
9-OH ellipticine et du dérivé 2-CH3,9-OH ellipticinium [2,11,17,21]. Le dérivé 9-OH ellipticine
apparait le plus actif [23]. Le Peck et al.[2] ont montré que si I'Ellipticine tuait 94 % de cellules
L1210 in vitro, son dérivé 9-hydroxylé éliminait 99,96 % des cellules. En fait, les dérivés
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quaternisés sur le sommet 2 se révelent plus efficaces tant sur les tumeurs expérimentales
qu'humaines [27].

Les doses nécessaires estimées se situent entre 5 mg.kg-! pour le 2-CH3,9-OH
ellipticinium et 500 mg.kg-! ou plus pour le 9-bromo ellipticinium.[11].

Les doses nécessaires a la DI5() (dose qui réduit la croissance cellulaire de 50 % aprés 48
heures par comparaison avec des témoins) sur les cellules étaient de 242 ng.ml-1 pour I'Ellipticine,
13,8 ng.ml-! pour le 2-CH3,9-OH ellipticinium et de 3,9 ng.ml-! pour la 9-OH ellipticine.

Un effet synergique du co-facteur NADP* sur les propriétés antitumorales de faibles
doses de 9-OH ellipticine sur les cellules de Walker a été constaté [28]. L'activité de ces dérivés est
tres proche de celle de la plupart des drogues antitumorales cytotoxiques.

Des relations structure-activité ont été mises en évidence dans la série des Ellipticines.

Le Tableau 1.3 dresse une liste exhaustive des propriétés antitumorales des dérivés de
I'Ellipticine en fonction des positions de substitution sur cette molécule. Ces résultats sont le fait
d'une inoculation intrapéritonéale sur une souris ayant une leucémie L1210 [20].

S. Cros [1] a publié récemment un schéma intéressant concernant la relation structure-
activité dans la série des diméthyl-pyrido-carbazoles sur la leucémie murine L.1210. La Figure 1.2
présente les résultats obtenus selon le critére d'évaluation de l'activité antitumorale basé sur la survie
des animaux in vivo, ou des cellules in vitro.

1°/ On constate que I'hydroxylation en Cg permet I'obtention d'une cytotoxicité diminuée par la
mesure de la DI5( (Dose inhibitrice 50 %) sur des cultures cellulaires, donc in vitro.

2°/ La survie des animaux pour des DI5() identiques a celle déterminée pour la 9-OH ellipticine
est bien corrélée in vivo. L'auteur a calculé des doses permettant au moins un prolongement de 25 %
de la survie des traités par rapport aux témoins.

1.1.1.4 - Mécanisme d'action et métabolisme

L'Ellipticine semble agir selon un mécanisme de cytotoxicité sélective vis-a-vis de
certains composés (les alkylants bifonctionnels et les électrophiles étant promis & un brillant avenir).
Il faut remarquer que les cellules en phase stationnaire sont moins sensibles a la plupart des agents

antitumoraux que celles en phase exponentielle de croissance [21].
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Position de la

substitution RESULTATS

1 La méthylation préserve l'activité. La substitution d'un groupement
Br, butyl ou phényl conduit a des dérivés inactifs.

2 La méthylation préserve l'activité. Les dérivés N-oxydés sont inactifs.

3 La méthylation inactive le dérivé.

4 Aucune donnée.

5 L'élimination des deux groupements méthyl de I'Ellipticine l'inactive.

6 Une substitution introduit une charge positive. La substitution de
méthyl, allyl, hydroxyéthyl préserve l'activité mais de plus
importantes substitutions inactivent généralement ces dérivés.

7 Le 7,10-diméthyl ellipticine est inactif.

8 Aucune donnée.

9 De nombreux travaux ont €té faits : Le Peck et al. [2] mentionne que
la 9-OH ellipticine est plus active que 'Ellipticine et que le dérivé
bromé est inactif, Les dérivés méthoxylés en position 9 sont aussi
actifs [8].

10 Le 7,10-diméthyl ellipticine est inactif.

11 La suppression de ce groupement 11-méthylé détruirait I'activité [2].

Des tests complémentaires ont montré une rétention importante

d'activité.

TABLEAU 1.3 : ACTIVITE DES DERIVES DE L'ELLIPTICINE SELON LA

POSITION DE LA SUBSTITUTION [20].
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a) Action sur l'acide désoxvribonucléique

Nous avons vu précédemment que 1'Ellipticine et ses dérivés actifs montrent une forte
affinité pour ' ADN et inhibent la synthése de 'ADN des cellules malignes en culture sans modifier
la synthese de l'acide ribonucléique et des protéines.

Le phénomeéne d'induction des cassures sur I'ADN par ces composés ou par la formation
de zones alcalines sensibles au sein de I'ADN a été précisé [15]. Malvy [21] a montré que la 9-OH
ellipticine ne crée pas de coupures sur ' ADN mais les induit. Certains auteurs, apres avoir procédé a
des études sur des cellules résistantes a la 9-OH ellipticine, ont émis I'hypothese de l'implication
d'une protéine dans le mécanisme d'action des Ellipticines [29]. Récemment, Multon et al. [19] ont
approfondi les derniéres connaissances sur ce mécanisme de cassure de I'ADN par les Ellipticines
ainsi que d'autres agents intercalants : il y a interaction entre le composé intercalant et la
topoisomérase II, enzyme des mammiferes qui altére la conformation de 'ADN.

La résistance cellulaire aux dérivés de I'Ellipticine peut donc &tre la conséquence d'une
modification qualitative ou quantitative de cette enzyme [29].

Parmi tous les dérivés de 1'Ellipticine, ceux qui induisent le plus grand nombre de
coupures sur l'acide désoxyribonucléique ne sont pas les plus antitumoraux sur les tumeurs
expérimentales [21].

L'Ellipticine et ses dérivés sont également mutagénes aussi bien pour les procaryotes
(Salmonelles) [30,31], que pour les eucaryotes [11]. La capacité de ces substances a tre mutagenes
pour les microorganismes a entrainé la mise au point de méthodes permettant la détection de
substances cancérigénes mutagenes (le test de Ames est un test tres connu [32]). Une autre méthode
utilisée pour la recherche de cultures de champignons de la classe des Actinomycetes a €té mise au
point [33].

Néanmoins, la 9-OH ellipticine peut inhiber les mutations induites par de nombreux
produits en exercant un effet protecteur [34]. Les dérivés 9-substitués sont de bons inhibiteurs de
mutations induites particuliérement par le méthyl-3 cholanthréne [35].

b) Oxvdo-réduction des dérivés de 1'Ellipticine

Si la forte affinité des Ellipticines pour ' ADN semble étre requise pour I'expression d'un
effet antitumoral, cela ne constitue cependant pas une condition suffisante.

Ainsi, la 9-amino ellipticine et la 9-fluoro ellipticine ont des affinités pratiquement
identiques a celles de la 9-OH ellipticine et du 2-CH3,9-OH ellipticinium mais n'ont pas des
propriétés antitumorales comparables a ces derniers.
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On peut remarquer que 1'oxydation de I'Ellipticine en position 9 conduit & un composé

40 fois plus actif que 1'Ellipticine elle-méme [11].

Deux hypothéses ont été développées. La premiere considére que l'accroissement de
l'affinité pour 'ADN est dii a I'hydroxylation en position 9. La seconde hypothese est fondée sur les
propriétés d'oxydo-réduction des dérivés 9-hydroxylés de I'Ellipticine. Ces composés peuvent €tre
oxydés en dérivés quinone-imine avec départ de deux ions d'hydrogene [11,31,36]. Une €tape
intermédiaire dans ce systeme peut survenir avec le départ d'un seul ion d'hydrogeéne et peut
conduire a un radical "phenoxy-like" [31]. Si de telles réactions se produisent in vivo, des radicaux
toxiques sont formés et causent des dommages irréversibles sur I'ADN.

Cette hypothése a été favorisée par une observation : l'oxydation de la 9-OH ellipticine
par des péroxydases qui la transforme en dérivé quinone-imine. L'efficacité de cette 9-OH ellipticine
est donc le fait de deux propriétés : une trés forte affinité pour I'ADN et l'aptitude a générer des
formes radicalaires transitoires qui peuvent constituer des réactifs cytotoxiques [11].

L'interaction de ces dérivés hydroxylés sur la cible finale d'ADN a avivé de nombreuses
recherches avec la connaissance du mécanisme d'action qui pouvait étre comparé a d'autres

composés antitumoraux possédant une quinone-imine : mitomycine C, anthracyclines par exemple.

La bioréduction de ces substances conduit & des intermédiaires réactifs instables
(réduction de la fonction hydroxyle) pouvant étre responsables de leur activité cytotoxique. De
nombreux auteurs se sont penchés sur ce phénomene [11,31,36-41]. Les articles parus tendent a
définir ces molécules comme des agents pro-alkylants in vivo [42].

Bien que dans la littérature certains auteurs considérent ces compos€s assez stables pour
€tre préparés, il n'en reste pas moins vrai que ces phénomeénes d'oxydo-réduction restent
problématiques. IIs impliquent probablement, d'une part, des effets importants in vivo et doivent
déclencher, d'autre part, une cascade de réaction in vitro selon les milieux de solution et les réactifs
employés. Nous aurons d'ailleurs l'occasion de revenir largement sur ce point €pineux.

Meunier et al. [41] ont proposé trés récemment un schéma d'hypotheses explicitant ces
mécanismes possibles d'oxydation mentionnés sur la Figure 1.3.

¢) Action sur les monooxveénases a cvtochrome P-450)

Apres injection intraveineuse, 'Ellipticine est rapidement oxydée dans le foie par le
systeme des monooxygénases & cytochrome P-450 qui intervient dans le métabolisme de drogues
anticancéreuses variées [5,43,44].
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L'oxydation de I'Ellipticine intervient apreés liaison de la drogue au site actif des
monooxygénases. L'affinité de 1'Ellipticine et de ses dérivés pour le cytochrome P-450 a ét€ montrée
par de nombreuses études [34,45]. L'Ellipticine et ses dérivés 9-substitués notamment produisent,
quand ils sont ajoutés & une suspension de microsomes oxydés, I'émergence d'un pic en U.V. a 420
nm. Ceci révele une liaison avec le site catalytique du cytochrome P-450 par interaction de I'atome
d'azote pyridinique des Ellipticines avec le fer!ll. La substitution en position 1 et la quaternisation
entrainent une perte totale de l'affinité [31].

L'induction des monooxygénases hépatiques par I'Ellipticine chez le rat a ét€ démontrée
par la formation de cytochrome P-448 a activité hydroxylante [46]. L'influence des inducteurs de ce
systeme enzymatique n'est pas sans conséquence sur l'efficacité cytotoxique de I'Ellipticine sur les
cellules leucémiques L 1210 [47].

Si 1'Ellipticine peut induire la formation de cytochrome P-448 chez le rat, cette induction
se rapprocherait de celle qui est caractéristique de certains polyaromatiques comme le méthyl-3
cholanthrene.

L'interaction des dérivés de 1'Ellipticine avec les microsomes a déja été étudiée in vitro
[45]. L'Ellipticine est hydroxylée principalement en position 9 par les microsomes de foie de rat en
présence de NADPH in vitro [31].

Ces composés peuvent également inhiber les monooxygénases microsomales qui sont la
voie de biotransformation de ces substances [27,35]. Cette interaction négative sur le cytochrome
P-450 se ferait selon des mécanismes d'inhibition compétitive ou non-compétitive déterminés par
l'inducteur [48].

Les composés quaternisés ne se lient pas au cytochrome P-450 [11,31]. Des
préparations de microsomes de foie de rat induits par du phénobarbital in vitro sont, en revanche,
capables d'hydroxyler I'Ellipticine avec un rendement de 10 & 15%. Au cours de cette réaction, la
9-OH ellipticine est formée ainsi que de la 7-OH ellipticine mais en petite proportion (moins de 10%)
[49,50]. In vivo, 'Ellipticine est aussi métabolisée. Les deux métabolites majeurs sont les glucuro-
conjugués et les sulfo-conjugués de la 9-OH ellipticine [50].

Le 2-CH3,9-OH ellipticinium n'est pas métabolisé et est excrété dans la bile (75%) et les
urines (25%) [31].

La destinée métabolique des divers dérivés de 1'Ellipticine peut cependant étre tres
variable et doit étre importante dans la détermination de l'activité pharmacologique de ces composés.
La cytotoxicité de 1'Ellipticine reste fortement affectée par son métabolisme. Paoletti et al.[31] ont
défini un schéma précisant ce métabolisme qui est reporté sur la Figure 1.4,
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I1.1.1.5 - Toxicité et propriétés pharmacologiques

La toxicité des dérivés de I'Ellipticine dépend de leur nature. On n'observe pas d'effet
toxique sur l'embryon ni d'effet tératogéne chez la souris avec le 2-CH3,9-OH ellipticinium [11]. I
n'y a pas non plus d'effet sur les cellules hématopoiétiques. Ce dérivé est en général bien supporté
lors d'administration chronique.

Cette inocuité hématologique et hépatique contraste fortement avec les effets séveres
induits par la plupart des agents anticancéreux sur 'hématopoiese [4].

L'Ellipticine est capable d'hémolyser in vivo et in vitro le sang. Cette hémolyse est
bloquée par administration simultanée d'acide citrique. La 9-OCH3 ellipticine n'induit pas ce
phénomene d'hémolyse [10].

On retrouve au niveau de la toxicité, l'action mutageéne de I'Ellipticine précédemment
décrite sur les procaryotes et les eucaryotes.

La 9-OH ellipticine provoque chez la souris une hypothermie, des désordres
hématologiques affectant les leucocytes et des désordres neurologiques [51]. L'action cardio-
vasculaire de I'Ellipticine a aussi été notée : hypotension sanguine, bradycardie. Tous ces effets sont
réversibles [11,51]. Méme si des troubles respiratoires apparaissent, I'hydroxylation en position 9
de I'Ellipticine aurait un effet cardio-stimulant [51]. On constate aussi que l'action antiinflammatoire
de ce méme compos€ a toujours été observée [11,51].

Si les propriétés pharmacologiques de la 9-OH ellipticine dépendent de sa destinée
métabolique, il apparait que celles du 2-CH3,9-OH ellipticinium sont en général beaucoup plus
favorables pour l'organisme traité. Cette efficacité pharmacologique a focalisé tous les efforts sur ce
composé [4,11,18]. On peut cependant noter quelques aspects néfastes de ce produit. La description
récente de l'interaction de I'Ellipticinium avec les récepteurs muscariniques en est un exemple [52].
Cela pourrait expliquer certains effets secondaires désagréables chez les patients soumis & un
traitement comportant ce dérivé quaternisé : asialie, diarrhée.

Ce 2-CHj3,9-OH ellipticinium remporte donc un succes certain dans le traitement de
certaines tumeurs expérimentales et humaines. D'aprés une étude, les variations du potentiel
membranaire des cellules soumises a cet antitumoral pourraient influencer et expliquer ses propriétés
pharmacologiques [53]. Des essais faits sur des cellules L 1210 vont dans ce sens.
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I.1.1.6 - Essais cliniques

Les premiers essais cliniques ont été réalisés par Mathé et al. [12] avec la 9-OCHj3
ellipticine. Ils ont constaté des cas de rémissions sur des malades atteints de leucémies
myéloblastiques aigués. Des essais tentés avec la 9-OH ellipticine ont démontré son inefficacité : cela
était peut-étre di a la tres faible solubilité de ce composé par la voie d'introduction choisie : injection
par voie intra-veineuse [11].

La quaternisation des dérivés 9-substitués élimine cet inconvénient. L'effet du 2-CHs,
9-OH ellipticinium comparé a celui de la 9-OH ellipticine sur des leucémies L 1210 est accru [11].

Juret et al.[18] ont procédé aux premiers essais cliniques de phase I qui ont démontré
que les tres faibles effets toxiques décelés sont largement compensés par les rémissions importantes
obtenues sur des cancers humains comme celui du sein [4,18].

Les études se poursuivent et 1'on connait maintenant des cas de rémissions sur certains
cancers traités par administration de 2-CH3,9-OH ellipticinium : carcinomes cellulaires du rein,
cancer du poumon. Cet acétate d'elliptinium ( Celiptium®) est en phase II des essais cliniques [54].

Une autre substance calquée sur la précédente a récemment débuté la phase I des essais
cliniques. Il s'agit du chlorure de 2-(diéthylamino-2-éthyl),9-hydroxy ellipticinium [55].

I.1.2 - SYNTHESE CHIMIQUE DE L'ELLIPTICINE

L.1.2.1 - Synthése et réactivité de 1'Ellipticine

L'efficacité pharmacologique particuliere du 9-OH ellipticinium a conduit les chercheurs
a synthétiser ce produit par voie chimique. Sans détailler cet aspect, nous allons simplement donner
quelques €léments qui nous paraissent importants.

Toute une série de publications sont parues sur cette synthése. Cranwell et Saxton [56]
avaient déja proposé un schéma de synthése de 1'Ellipticine en 1962. En 1967, 1'article de Dalton et
al.[8] proposait une méthode de synthése de la 9-OCHj3 ellipticine possédant les propriétés
antitumorales que l'on connait. Cet article inaugurait une longue liste de publications concernant la
synthése de cette famille de composés et nous n'en citerons que quelques-unes. Sainsbury et
al.[43,57] puis Rivalle et al.[58] apportérent leurs contributions. Un brevet a été déposé en 1983
(Brevet européen n® 0097070) pour un procédé de préparation de dérivés de 1'Ellipticine. D'autres
méthodes de synthése de nombreux dérivés sont parues [16,59,60-65].
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D'autres substances a base de 6H-pyrido-carbazoles ont également été synthétisées. Les
auteurs ont ainsi obtenu des nucléosides [66,67] et des glycosides d'Ellipticine [68,69]. Des
analogues tricycliques de 1'Ellipticine ont été définis et peuvent constituer par 1a une nouvelle classe
d'agents antinéoplasiques [70,71].

Mais, récemment, plusieurs articles tres intéressants sont parus sur un autre aspect de ce
probleéme : la régio-spécificité de la réaction de substitution en position 9 [72]. Les auteurs montrent
que le composé 9-formyl ellipticine est réarrangé en 9-OH ellipticine par traitement au peroxyde

d'’hydrogene, en solution dans du méthanol, et en présence d'acide sulfurique.

Un autre point, qui nous a paru important, concerne la réactivité de la position 10 de la
quinone-imine formée par oxydation de la 9-OH ellipticine ou de l'acétate d'elliptinium. En effet, il a
été montré plusieurs fois que la position 10 du systeme hétérocyclique était le site le plus électrophile
[41]. Des réactions de type Michaél ont été réalisées par addition de nucléophiles comme des alcools
[73], des nucléosides [41,73] ou des amino-acides [41]. Meunier a montré par calcul d'orbitales
moléculaires l'importance de ce site, la Figure 1.5 présente ses conclusions.

FIGURE 1.5 : DENSITES ELECTRONIQUES 7t DU SYSTEME AROMATIQUE
D'UNE QUINONE-IMINE DE L'ELLIPTICINIUM [41].
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11 est manifeste que la position 10 constitue le site électrophile de la partie indolyle de la
molécule. Le nucléophile ne peut pas attaquer les sites proches (iso) a cause de la présence du contre-

ion acétate. On peut adapter ces conclusions a la quinone-imine formée a partir de la 9-OH ellipticine
[41].

1.1.2.2 - Schéma actuel de production

Depuis l'obtention de l'autorisation de mise sur le marché du 9-OH ellipticinium, la
syntheése industrielle de ce composé a pris un intérét considérable. En effet, ce produit présente un
marché intéressant dans la thérapeutique anticancéreuse.

La Figure 1.6 décrit I'ensemble des réactions nécessaires a la fabrication de l'acétate
d'elliptinium, commercialisé sous le nom de Celiptium®. Ce procédé passe par 18 phases en
utilisant comme produit de départ le méthoxy-5 indole et appelle plusieurs remarques :

- La préparation du méthoxy-5 indole se révele coliteuse et le rendement a partir de la para-
anisidine n'est que de 55%. Lors de cette premiére partie de la synthése, on observe des
inconvénients importants résumés ci-apres;

* l'opération de diazotation lors de la premiére étape est difficile au niveau industriel et il
existe de surcroit des réactions secondaires a l'issue de cette étape;

* ]a réaction de condensation de Japp-Klingmann lors de la deuxiéme étape est
laborieuse;

* le dégagement d'azote est important;

* la décarboxylation faite a haute température entraine une grosse dépense d'énergie.

- Au cours de la deuxiéme partie de cette synthése, on procede a la déméthylation de
I'Ellipticine selon le brevet de Le Peck, Paoletti et Dat-Xuong (Brevet européen n° 9445, 1979).
Cette opération est difficile car elle nécessite une température élevée qui provoque la dégradation des
composés produits. De plus, la purification nécessaire pour éliminer les impuretés issues de cette
synthese est également difficile.

Cette syntheése du 9-OH ellipticinium est donc longue et coliteuse. Les inconvénients
sont nombreux et les rendements globaux sont faibles : 13,8 % a partir du méthoxy-5 indole et 7,6%
a partir de la para-anisidine.
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1 - PREPARATION DU METHOXY-5 INDOLE
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FIGURE L6A : SCHEMA ACTUEL DE SYNTHESE DE L'ACETATE D'ELLIPTICINIUM
(CELIPTIUM®).
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2 - PREPARATION DU 9-HYDROXY ELLIPTICINIUM
A PARTIR DU METHOXY-5 INDOLE
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FIGURE 1.6B : SCHEMA ACTUEL DE SYNTHESE DE L'ACETATE D'ELLIPTICINIUM
(CELIPTIUM®).
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FIGURE 1.6B (suite) : SCHEMA ACTUEL DE SYNTHESE DE L'ACETATE D'ELLIPTICINIUM
(CELIPTIUM®).
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I.2 - SCHEMA DE CONVERSION ENVISAGE

Les nombreux inconvénients de la méthode actuelle utilisée pour la production du 9-OH
ellipticinium ont €té des arguments en faveur de la recherche d'une autre voie de synthese. Ce dérive,
d'un intérét médical évident, est tributaire de son cofit de production.

Nous avons noté précédemment le schéma du métabolisme de 1'Ellipticine qui était
transformée en 9-OH ellipticine par le systéme des monooxygénases a cytochrome P-450 du foie
chez les mammiferes. A partir de ce constat, 1'idée générale est d'utiliser un systéme biologique ou
chimique contenant un tel systéme enzymatique et permettant la réalisation de cette conversion.

En effet, la voie biologique utilise des matieres premieéres d'un prix nettement plus faible
et répond ainsi a des préoccupations économiques. Elle posséde de plus un avantage certain vis-a-vis
de la voie de production actuelle dans la mesure ol tous les composés 2 activité antitumorale
prédictive importante sont hydroxylés en position 9.

Le but de ce travail sera donc de substituer au schéma actuel de synthése du 9-OH
ellipticinium un procédé constitué par une hydroxylation enzymatique au moyen du systeme de
monooxygénases qui constituera la pierre angulaire de notre étude.

Il est possible de retenir deux hypothéses de travail précisées sur la Figure 1.7.

* HYPOTHESE 1 : Elle comprend quatre phases principales :

- Préparation du précurseur : I'Ellipticine en 4 réactions chimiques a partir de l'indole qui
est une matieére premiere courante, 30 fois moins chére que le méthoxy-5 indole

- Hydroxylation enzymatique sur la position 9 de I'Ellipticine

- Iodométhylation de la position 2 de 'hydroxy-9 ellipticine

- Passage de l'iodométhylate a 1'acétométhylate d'hydroxy-9 ellipticinium.

Au total, cette premiere hypothese permet de préparer le produit final en 7 étapes a partir
de l'indole.

* HYPOTHESE 2 : Elle comprend 2 phases principales & partir de I'Ellipticine :
- Préparation de I'acétométhylate d'ellipticinium en 2 réactions chimiques a partir de
I'Ellipticine (iodométhylation et acétométhylation)
- Hydroxylation enzymatique en position 9 de 'acétométhylate d'ellipticinium.
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FIGURE 1.7 : SCHEMA ENVISAGE AVEC VOIE PARTIELLEMENT BIOLOGIQUE.
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Pour ces deux hypoth&ses, on constate que 'acétométhylate d'hydroxy-9 ellipticinium
est accessible 2 partir de l'indole en 7 étapes au lieu de 18 selon le procédé actuel.

Si I'hydroxylation en position 9 de I'Ellipticine ou de son acétométhylate conduit a un
résultat positif, il en résulterait un abaissement important du prix de revient. Ensuite, les conditions
opératoires beaucoup plus douces devraient nous permettre d'obtenir des produits plus propres et,
par la suite, simplifier la phase de précipitation des intermédiaires et du produit fini.

Le choix de I'hypothése de travail sera décidé apres la détermination du systeme
biologique de conversion.

I.3 - LE SYSTEME DES MONOOXYGENASES A CYTOCHROME P-450

L'Ellipticine, comme un grand nombre de substances chimiques de notre environnement
(médicaments, solvants, insecticides, dérivés du pétrole, etc...), est fortement hydrophobe. Ces
substances ne peuvent donc étre facilement éliminées par les organismes vivants et sont transformées
par des enzymes en espeéces moins actives et plus faciles a éliminer par ces mémes organismes. Le
métabolisme s'effectue en deux étapes successives [5,44] :

1°/ introduction d'un groupement polaire
2°/ addition d'une molécule hydrophile sur le groupement polaire et formation de métabolites
qui seront excrétés facilement.

Ces enzymes qui catalysent le métabolisme de composés exogenes (xénobiotiques) et
endogeénes sont appelées cytochrome P-450 [5,44,74,75]. Les réactions avec les monooxygénases
catalysées par le cytochrome P-450 sont prédominantes dans le métabolisme oxydatif des
xénobiotiques dans les tissus animaux.

1.3.1 - DEFINITION

Ce systeme a été découvert, dans les années 1950, dans des microsomes de foie de rat a
la suite d'expériences sur la transformation de substances par des oxydases a fonction mixte. Le
caractere spectral (en U.V.) inhabituel surprit puisque la forme réduite de ce systéme se combinait au
monoxyde de carbone pour former un complexe absorbant a 450 nm [76,77]. Des investigations
plus poussées avaient montré que sa présence était ubiquitaire [76]. Enfin, Omura et Sato [78]
établirent la nature hémoprotéique de ce pigment microsomal et sa conversion relativement rapide a
une forme inactive qui absorbait a la longueur d'onde maximale de 420 nm.
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Les cytochromes P-450 sont donc des hémoprotéines de masse molaire comprise entre
45 000 et 56 000 g [79]. Les cytochromes P-450 ont en commun une protoporphyrine de fer au
niveau du site actif [75,80]. Le spectre visible de 'hémoprotéine réduite présente un bande intense a
450 nm apres formation d'un dérivé carbonylé.

Chez les mammifgres, le cytochrome P-450 est associé a des structures membranaires
[74,75]. Estabrook [79] classe les cytochromes P-450 en deux catégories :

- la catégorie A, essentiellement au niveau des mitochondries. Ces cytochromes P-450 sont
associés a une flavoprotéine contenant du FAD et a une protéine contenant du fer et du soufre pour le
transfert €lectronique a partir du NADPH,

- les cytochromes P-450 de la catégorie B se trouvent au niveau des microsomes. Ils sont
associés a une flavoprotéine contenenant du FAD et du FMN ainsi qu'au cytochrome bs.

La concentration de cytochrome P-450 dans le foie de rat est de l'ordre de 30 a 40
nmol.g-1 de tissu frais . Des injections répétées de phénobarbital vont induire ce cytochrome. Sa
concentration peut étre multipliée par cing.

Il est rapidement apparu que le cytochrome P-450 ne constitue pas une famille
homogene. C'est ainsi que la longueur d'onde du maximum d'absorption du complexe cytochrome
P-450 réduit - CO varie selon les inducteurs de 444 a 452 nm. Par chromatographie et
électrophorese, de nombreuses équipes ont séparé plusieurs formes de cytochrome P-450 [81].

1.3.2 - ACTION CATALYTIQUE DU CYTOCHROME P-450

L'hydroxylation des composés organiques exogeénes par des monooxygénases a lieu
dans un grand nombre d'organes mais surtout au niveau du foie. Ces monooxygénases, situées au
niveau du réticulum endoplasmique sont des systémes multi-enzymatiques capables de transférer des
€lectrons du NADPH vers 1'oxygénase terminale, le cytochrome P-450 [5].

Le cytochrome P-450 fixe l'oxygeéne moléculaire et l'active par transfert d'électrons
avant de le fixer sur le substrat organique selon la réaction :

RH + Oy + 2H* + 2e° --=------ > ROH + H,O

Un atome d'oxygene est réduit en eau, l'autre est transféré vers le substrat pour former le
plus fréquemment un groupement hydroxyl.



CYTOPLASME I

NADPH [ 0 N
®+ _ I I
3 @ H
EMN red CH3:‘: fLNH
OXYGENE LIE @ 9 CH3
\ CH, ij\NH z
NiNse
\C"H I CHJ s N N/go FAD red.
SUBSTRAT —\ & 0 | @
LIE H H , R
\ 1N k ‘V
\ @ * Lipide Llplde
\\ \
\\ %\ A \
; ST \‘\\\ NADPH - Membrane du

e
\ \ e > CYTOCHROME P-450/\ Féticulum
CYTOCHROME REDUCTASE e"doplasmlque
\\ \\ P-450 \\ \\\\\

\\\

/

FIGURE 1.8 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DES CONSTITUANTS DU
SYSTEME DES MONOOXYGENASES A CYTOCHROME P-450 [82].

U01543440201q DS 12 2urdondiy,]

-8z-



IEllipticine et sa bioconversion - 29 -

La Figure 1.8 donne une représentation schématique des différents éléments intervenant

dans la composition du cytochrome P-450 et son principe succinct de fonctionnement [82].

Le systeme enzymatique du cytochrome P-450 est étonnamment non spécifique : il est
capable d'hydroxyler n'importe quel composé chimique qui comporte une partie hydrophobe. En
fait, les cytochromes P-450 du systéme détoxicant des organismes vivants constituent un
remarquable ensemble chimique pour deux raisons :

- ils sont capables de réagir sur n'importe quel composé chimique;
- ce sont les agents oxydants les plus puissants connus en biochimie puisqu'ils sont capables
d'oxyder des hydrocarbures aliphatiques comme le n-hexane[5].

A cause de ces propri€tés, ils réalisent des réactions extrémement variées, et comme
celles-ci se produisent au sein méme de la cellule, elles ont des implications importantes en

pharmacologie, toxicologie, chimie, carcinogénése, etc... [77].

1.3.2.1 - Mécanisme d'oxydation d'un substrat catalysée par

le cvtochrome P-450

De nombreux auteurs ont élaboré des schémas de principe concernant ce mécanisme.
Nous nous contenterons d'en faire simplement un résumé illustré par un graphique représentatif.

L'holoprotéine isole la porphyrine de fer du milieu aqueux extérieur et la catalyse se fait
en cinq étapes :

- fixation du substrat par interaction hydrophobe sur la protéine.Le complexe devient
pentacoordiné tandis que le potentiel rédox augmente,

- réduction de Fe3+ en Fe2+ par un électron qui vient du NADPH par la NADPH cytochrome
P-450 réductase,

- fixation réversible de l'oxygeéne sur le site de coordination vacant du Fe2+,

- réduction de l'oxycytochrome P-450. On obtient un complexe possédant un oxygene actif qui
s'insére sur le substrat,

- libération du produit.

La Figure 1.9 résume les données concernant cette oxydation des xénobiotiques,
proposé€e par Smith et Rosazza [83].
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1.3.2.2 - Conséquences des réactions catalysées par le cytochrome P-450

La premiére conséquence est la détoxication de 1'organisme puisque RH et ROH sont, en
principe, inertes chimiquement par rapport a la cellule. ROH va se conjuguer avec un composé pour
donner des sulfates ou des glucuronides et sera ensuite €liminé [5]. <

Une autre conséquence, et non des moindres, est la formation de métabolites réactifs
[84]. Les substrats sont transformés en réactifs électrophiles puissants susceptibles de réagir
rapidement avec des réactifs nucléophiles, par exemple -OH, -NH, -SH, des protéines et des acides
nucléiques. La cellule ne peut plus alors exercer sa fonction normale d'ou l'apparition de Iésions se
développant lors de l'activation de certains médicaments [84,85]. Le métabolisme de 1'Ellipticine que
nous avons déja décrit est a relier avec ce phénomene.

On peut citer des exemple de molécules ainsi activées :
- des dérivés insaturés formant des époxydes trés réactifs comme le furosémide, les aflatoxines
et le benzo-3,4 pyréne qui est le plus mutagene;
- certains dérivés aminés formant des hydroxylamines réactives comme le paracétamol,
- des amines qui subissent des désalkylations avec I'exemple des nitrosamines.

Il apparait le plus souvent que les réactions conduisant 2 un métabolite €lectrophile
dangereux pour la cellule sont toujours en compétition avec des réactions réelles de détoxication.

La destruction du cytochrome P-450 est possible par le fluroxeéne, les allyl-barbituriques.
Son blocage est réalisé par la coordination de certaines substances sur le Fe2+ empéchant I'oxygeéne
de se coordiner et bloquant ainsi le site catalytique [84]. On peut citer notamment les amphétamines
ou les N-hydroxylamines aliphatiques.

On pourrait encore décrire d'autres réactions telles que la réduction de substrats au
niveau du cytochrome P-450 réduit. Cependant, nous n'avons voulu qu'aborder ce vaste sujet. En
conclusion, aux capacités réactionnelles trés variées des cytochromes P-450 correspondent des
implications pharmacologiques et toxicologiques trés diverses. Malgré leurs roles détoxicants
bénéfiques, ils peuvent avoir un role néfaste de producteurs de métabolites dangereux.

Cependant leur non-spécificité et 'immense champ d'action des cytochromes P-450 en
font un systéme multi-enzymatique permettant une détoxication et par conséquent une adaptation a
I'environnement.

L'utilisation des capacités exceptionnelles de ce systeme multi-enzymatique pour réaliser
des synthéses organiques est naturellement venue a l'esprit de nombreux chercheurs et industriels.
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Ce systéme recele donc la possibilité de bioconversions et sa présence chez tous les organismes
vivants y compris chez les microorganismes, les plus faciles a étudier, laisse entrevoir des
possibilités intéressantes d'utilisation. Nous allons donc maintenant nous attacher a voir quelles
solutions ont été imaginées ou découvertes pour la transformation des Ellipticines par un systeme
enzymatique.

I.4 - LE SYSTEME DE BIOCONVERSION

Le systtme de bioconversion fait nécessairement appel a des organismes vivants
intégrant plusieurs contraintes : la simplicité d'emploi, 1'industrialisation possible et le faible cofit de
l'installation. La notion relative d'un meilleur rendement que celui obtenu par syntheése chimique est,

a 1'évidence, une condition a remplir sans négliger la pureté du produit et le colt énergétique de
I'opération.

1.4.1 - LES DIFFERENTES SOLUTIONS POSSIBLES

La culture de cellules animales ou végétales, la culture de microorganismes ou
I'obtention de microsomes font partie des solutions envisageables a un tel probleme.

1.4.1.1 - La voie des microsomes

Cette solution avait primitivement retenu l'attention pour la transformation de I'Ellipticine
en un dérivé 9-hydroxylé.

En effet, comme les cytochromes P-450 sont localisés essentiellement dans le réticulum
endoplasmique des cellules de foie chez les mammiferes, on a recueilli ce systéme enzymatique dans
des structures appelées microsomes. Ce sont des vésicules, constituées de morceaux de membranes

autour desquelles on trouve des ribosomes, obtenues classiquement aprés homogénéisation des
tissus et centrifugation différentielle.

De nombreux protocoles expérimentaux ont été décrits. Il a été montré que cette solution
donnait des résultats pour l'obtention soit de 9-OH ellipticine a partir de 1'Ellipticine [49], soit
paradoxalement de 2-CH3,9-OH ellipticinium a partir du 2-CH3 ellipticinium [50]. L'immobilisation
de ces systémes microsomaux présente des avantages de simplicité et de réutilisation s'il n'y a pas de
perte d'activité enzymatique au cours du temps.

Bouzon [86] a donc expérimenté l'activité enzymatique de microsomes immobilisés
contenant du cytochrome P-448 ou P-450 - deux formes qui différent uniquement selon l'inducteur
utilisé - sur certaines substances. Il a étudié l'activité O-déméthylase sur le paranitroanisol et I'activité



I'Ellipticine et sa bioconversion -33-

O-dééthylase sur I'éthoxycoumarine. Il a constaté que non seulement l'immobilisation n'enraie pas
une dénaturation et une perte d'activité au cours du stockage a 4°C mais que le rendement total est de
moiti€ inférieure a celui des microsomes libres.

S'll conclue sur la nécessité des méthodes d'immobilisation douces, il apparait que les
performances atteintes par cette technique ne sont pas celles escomptées. |

Peu de travaux furent réalisés sur une voie trés proche de celle des microsomes : la
reconstitution du cytochrome P-450 avec une NADPH cytochrome P-450 réductase , un cytochrome
P-450 et un phospholipide coupleur d'électrons. Il semble que I'activité soit difficilement préservée
[5]. La reconstitution de différents éléments du cytochrome P-450, provenant d'une fraction
mitochondriale, apparait d'autre part possible [87].

1.4.1.2 - Les cultures cellulaires

L'idée des cultures cellulaires, riches en cytochrome P-450 a toujours constitué un attrait
majeur pour les industriels depuis les développements des techniques de cultures cellulaires animales
ou végétales in vitro.

a) Les cellules animales

En 1977, Smith et al.[88] estimaient que les résultats obtenus sur cultures cellulaires in
vitro et ceux trouvés in vivo avaient un écart trop important. Le manque de corrélation constaté
nuisait, selon eux, a I'établissement d'une lignée cellulaire recelant le systéme des monooxygénases
a cytochrome P-450 pour la conversion de 1'Ellipticine en un dérivé hydroxylé.

Malgré cela, quelques auteurs ont tenté des cultures d'hépatocytes. Bégue et al. [89] ont
¢tabli des co-cultures d'hépatocytes de rat mélangés a des cellules épithéliales de la méme espece.
Guillouzo et al. [90] ont ensuite réussi des co-cultures d'hépatocytes humains avec des cellules
épithéliales de rat.

Ce systeme de culture d'hépatocytes présente l'incontestable avantage de reproduire
exactement in vitro le phénomene de détoxification de substances exogeénes chez 1'homme, ce qui
nous autoriserait a réaliser l'oxydation enzymatique de 1'Ellipticine. Parallélement & cette
constatation, il parait également évident que des cellules hépatiques cultivées en lignée continue
permettraient des avancées considérables dans le domaine de la pharmacologie et de la toxicologie.

Malheureusement, il n'existe pas encore de lignée continue d'hépatocytes. De plus, il
semble difficile de maintenir l'activité des monooxygénases pendant plusieurs jours, voire méme

plusieurs heures.
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b) Les cellules végétales

Les données sur ce théme apparaissent de plus en plus nombreuses.

Kurz et Constabel [91] ont défini les grandes lignes a suivre pour développer et
industrialiser les cultures de cellules végétales pour la production de substances pharmaceutiques.
D'autres auteurs ont essayé de tels systémes servant notamment a la production d'alcaloides
indoliques [81] : ils ne proceédent qu'a une analyse globale de ces alcaloides produits par la souche
Catharanthus roseus en fermenteur. Les délais de production paraissent longs pour obtenir des taux

de conversion corrects (15 a 25 jours). Il semble cependant difficile de cultiver des cellules de
plantes produisant de 1'Ellipticine.

D'autre part, il n'a pas été montré de relation d'induction ou d'inhibition des

cytochromes P-450 végétaux par certaines substances chimiques comme le ketoconazole par exemple
[92].

On peut néanmoins citer la réussite d'une biotransformation de 1'Ellipticine en 5-formyl
ellipticine par la souche Choisya ternata [93].

1.4.1.3 - La voie microbienne

La voie microbienne s'est révélée trés intéressante pour la biotransformation de
substances normalement métabolisées par les monooxygénases du foie chez 'homme.

Plusieurs auteurs ont travaillé sur ce probléme [31,83,94,95]. Smith et Rosazza [96,97]
ont montré que les microorganismes €taient capables de mimer le systéme enzymatique des
mammiferes qui transforment les médicaments en dérivés beaucoup moins toxiques et que 1'on
pouvait s'en servir pour effectuer des synthéses préparatives de ces substances.

Chez les mammiferes, dans une premiere étape, les composés aromatiques sont convertis
en phénols lors des réactions de transformation et ces derniers sont aussi produits comme
métabolites microbiens majeurs [98].

Les bactéries, organismes procaryotes, possedent des systémes & monooxygénases mais
néanmoins différents des systémes enzymatiques caractérisés chez les champignons et les levures.
Ces monooxygénases jouent un role important dans la biotransformation des alcaloides [83].

Les fortes similarités dans les métabolismes et la maniére avec laquelle ils oxydent les
substrats aromatiques, ont permis le développement du concept de "modele microbien du
métabolisme des mammiferes" [88,94,99].
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Plusieurs auteurs, apres des essais sur de nombreux hydrocarbures aromatiques (benzo[a]pyrene,
benzo[a]anthraceéne, toluéne, phénanthréne...), ont suggérés que les systtmes eucaryotiques
utilisaient les monooxygénases dans le métabolisme de ces composés aromatiques [96].

Les champignons, notamment, auraient un processus trés analogue a celui des

mammiféres, en particulier pour I'oxydation des composés aromatiques [96].

La variété des réactions potentielles obtenues par les microorganismes permettait tous les
espoirs. Les essais effectués sur la pentoxyfylline, la vinblastine et la vincristine (alcaloides
indoliques) ont permis de démontrer que 1'oxydation de ces alcaloides pouvait se faire au moyen de
microorganismes eucaryotes [83,95,100]. Les Tableaux 1.4 et 1.5 présentent les bioconversions
effectuées par les levures et par les champignons.

MICROORGANISMES SUBSTANCE TRANSFORMEE REFERENCE
UTILISES ET CONVERSION OBTENUE
Candida tropicalis Oxydation des alcanes et des acides gras ainsi que [83,101]
de I'aminopyrine, la benzophétamine, I'hexobarbital
et I'éthylmorphine.
N-déméthylation de l'aminopyrine. [101]

(croissance nécessaire sur du tétradécane)
Claviceps purpurea Meétabolisme des alcaloides. (Le cytochrome P-450 [101]
est inductible par le phénobarbital).

Saccharomyces cerevisiae| Métabolisme des stérols et des acides gras insaturés. [83]

TABLEAU 1.4 : BIOCONVERSIONS EFFECTUEES PAR LES LEVURES.

Le systéme des monooxygénases microbiennes, a l'origine de cette transformation, a été
étudi€ chez les différents types de microorganismes et plus particuliérement son induction.

Les bactéries :

Le systeme du cytochrome P-450, soluble, nécessite du NADH et a surtout été étudié
chez Pseudomonas putida . L'induction de ce cytochrome se fait par le phénobarbital qui augmente
l'activité d'un facteur 1,5. Cependant, ce systeme diffeére de celui des mammiferes par la spécificité
du substrat et sa solubilité,
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MICROORGANISMES SUBSTANCE TRANSFORMEE REF.
UTILISES ET CONVERSION OBTENUE
Aspergillus alliaceus
(QM 1915) 9-hydroxylation de 'Acronycine [102]
(NRRL 315) 8 et 9-hydroxylation de 1'Ellipticine [44]
(NRRL 315) 8 et 9-hydroxylation de I'Ellipticine et autres [94]
métabolites de 'Ellipticine
(NRRL 315) 8-hydroxylation (rendement 5%) et 9-hydroxylation [83]
(rendement 20%) de I'Ellipticine
(NRRL 315) 8-hydroxylation (rendement 10%) et 9-hydroxylation [98]
(rendement 40%) de 1'Ellipticine
Aspergillus fumigatus
(UI51) hydroxylation des composés aromatiques [94]
Aspergillus niger
(ATCC 9142) hydroxylation des composés aromatiques [96],[98]
Aspergillus ochraceus
(ATCC 1008) hydroxylation des composés aromatiques [96],[98]
Botrytis allii
(NRRL 2502) hydroxylation des composés aromatiques [98]
Cunninghamella blakesleeana
(ATCC 8688a) hydroxylation des composés aromatiques [96]
Cunninghamella echinulata
(ATCC 9244) et (NRRL 315) 9-hydroxylation de I'Acronycine (rendement 30%) [103]
(ATCC 9244) oxydation de I'Anisol, I'Aminopyrine (83]
ainsi que du Nitroanisol et I'Aniline
hydroxylation des composés aromatiques et production [96]
de 9-OH acronycine (rendement 31%)
N-déméthylation de I'Aminopyrine, O-déalkylation du [101]
paranitroanisol et 4-hydroxylation de I'Aniline
(NRRL 1386) bonne conversion de 'Ellipticine [98]
(NRRL 3655) bonne conversion de 1'Ellipticine [98]
et 9-hydroxylation de I'Acronycine
Cunninghamella elegans
(non précisé) oxydation du naphtaléne [83]
Curvularia lunata
(NRRL 2178) immobilisation des spores et conversion des stéroides [104]
conversion de I'Ellipticine [96],[98]
Gliocladium deliquescens
1086 hydroxylation des composés aromatiques [96],[98]
Helicostylum piriforme
(QM 6945) hydroxylation des composés aromatiques [731,[50]
Penicillium brevi-compactum
(ATCC 10418) 9-O-déméthylation de la 9-méthoxy ellipticine qui donne [105]
de la 9-hydroxy ellipticine.
Selon d'autres auteurs, le rendement serait de 31 % [98]
Penicillium chrysogenum
(ATCC 10002) hydroxylation des composés aromatiques [96],[98]
Penicillium purpurogenum
(UT 193) hydroxylation des composés aromatiques [94]
Rhizopus nigricans
(non précisé) 11 alpha-hydroxylation de la progestérone [83]
Rhizopus stolonifer
(NRRL 1472) hydroxylation des composés aromatiques [961,[98]
Streptomyces rimosus
(ATCC 23955) hydroxylation des composés aromatiques [96],[98]
Streptomyces species
(non précisé) hydroxylation des composés aromatiques [961,[98]

TABLEAU 1.5 : BIOCONVERSIONS EFFECTUEES PAR LES SYSTEMES FONGIQUES.
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Il semble que le systeme du cytochrome P-450 bactérien ressemble plutot au cytochrome
P-450 extrahépatique des mammiferes [98,101].

Les champignons :

Le systeme des monooxygénases a cytochrome P-450 fongiques requierent du NADPH
et fait partie de nombreux processus physiologiques, avec notamment 1'oxydation des alcanes et des
alcaloides.

Les propriétés des systemes fongiques décrits dans le Tableau 1.5 sont trés similaires a
celles des systemes hépatiques a cytochrome P-450 des microsomes. En effet, le spectre différentiel
avec liaison a l'oxyde de carbone donne un maximum d'absorption en U.V. trés net a 450 nm, ce
qui démontre la présence du systeéme des monooxygénases a cytochrome P-450.

L'induction de ce systéme se fait par le phénanthréne et non pas, comme on aurait pu s'y
attendre, par le phénobarbital et le 3-méthyl cholanthréne (inducteurs classiques chez les animaux du
cytochrome P-450). Récemment, une équipe de chercheurs a purifié et caractérisé le cytochrome
P-450 d'une souche de Streptomyces griseus induit par un milieu de culture a base de soja [106].

Ces systémes sont, en revanche, inhibés par la métyrapone.

Les levures :

La plupart des levures contiennent des formes de particules solubles du cytochrome
P-450 et requieérent en général du NADPH. Proche du syst¢eme des champignons, probablement
aussi complet, le systtme de Candida tropicalis a surtout intéressé les chercheurs [107,108].

Induit par une croissance sur une source de carbone comme le tétradécane, le systeme
des monooxygénases a cytochrome P-450 peut étre aussi induit par du phénobarbital ou par un
milieu contenant 20% de glucose mais non par les deux a la fois.

Il a ét€ démontré une interconversion de deux formes de cytochromes : P-450 et P-420
sur la souche Claviceps purpurea [109].

En fait, peu de levures contenant le syst¢me du cytochrome P-450 ont été décrites, mais
il y a surtout trés peu d'informations décrivant 1'oxydation des alcaloides indoliques en phénols.

1.4.1.4 - Les systémes immobilisés

L'avantage des systémes immobilisés, largement utilisés dans l'industrie alimentaire, est
leur cofit limité li€ a leur réutilisation.

L'utilisation ou la réutilisation pendant de longues périodes des enzymes immobilisées
est surtout due a l'augmentation de leur stabilité grice aux progres faits dans la maitrise des
techniques d'immobilisation [110].

De nombreux essais ont été tentés pour la conversion des stéroides. Ainsi, Mosbach et
Larsson [111] ont ouvert la voie en préparant des microorganismes et des enzymes immobilisées
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pour les procédés de transformation concernant la 11-f-hydroxylation du cortexolone en cortisol. Ils
ont ainsi immobilisé Curvularia lunata en gel réticulé de polyacrylamide pour procéder a cette
11-B-hydroxylation. Il est aussi possible de faire germer in siru dans un gel d'alginate de calcium
des spores de Curvularia lunata [104]. Cette transformation se fait couramment par culture en milieu
liquide et approche 50% de rendement environ. D'autres auteurs ont répété ce systeme immobilis€ en
utilisant Cunninghamella elegans [112]. Les taux de conversion obtenus sont inférieurs de moiti€ a
ceux obtenus en utilisant le mycélium.

Des modifications ont ensuite ét€ apportées aux méthodes et matériaux d'immobilisation
avec Curvularia lunata et la production d'hydroxycortisone [113] ou avec Aspergillus ochraceus et
Aspergillus pheenicis pour la 11-a-hydroxylation de la progestérone [114,115]. Les gels testés
étaient des pré-polymeres d'uréthane hydrophiles [113], des grains d'alginate de calcium ou de la
résine époxy [115].

Dernierement, des auteurs ont essayé un systtme de production d'alcaloides indoliques sur des
cellules immobilisées de Catharanthus roseus dans un réacteur continu [116].

L'immobilisation directe du systtme des monooxygénases a cytochrome P-450 a été
essayée : les auteurs co-immobilisaient le systéme enzymatique avec la glucose oxydase ce qui
permettait de remplacer le co-facteur NADPH par de l'eau oxygénée formée par 1'oxydation

enzymatique du glucose [117]. Le rendement d'activité, estimé a 60%, ne semblait pas modifier la
stabilité fonctionnelle de I'enzyme.

Ces techniques qui se développent donc largement seraient, bien sfir, I'aboutissement
idéal des recherches avec un systéme facile 2 mettre en ceuvre, réutilisable et stable.

1.4.2 - CHOIX DU SYSTEME DE BIOTRANSFORMATION

La voie des microsomes présente bien des inconvénients : technique lourde et onéreuse,
utilisation d'animaux, faisabilité industrielle difficilement envisageable. Bouzon [86] a montré une
nette perte d'activité des enzymes dans le cas des microsomes immobilisés. Il apparait donc que cette
technique n'offre pas suffisamment d'avantages pour étre utilisée.

En ce qui concerne les cultures de cellules animales, d'autres types de problémes
surgissent. Il n'existe pas, en effet, de lignée continue d'hépatocytes. Par conséquent, la technique
reste encore lourde, onéreuse, tributaire d'animaux. De plus, le maintien de l'activité des
monooxygénases pendant plusieurs heures reste difficile & obtenir.
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Les cellules végétales, bien que pour le moment moins étudiées, semblent mieux
répondre a nos besoins. Hélas, la difficulté d'entretien, la reproductibilité, la fiabilité et les

rendements faibles obtenus sont des éléments encore mal maitrisés.

La voie microbienne se détache nettement de toutes ces techniques par sa simplicité, son
faible cofit et des rendements potentiels plus intéressants. Notre choix s'est donc fondé sur ces
criteres :

- d'abord la facilité d'obtention des microorganismes, mati¢re premiere auto-renouvelable;

- puis la relative simplicité d'entretien et de croissance de ces systémes vivants;

- enfin, la possibilité, démontrée par la bibliographie, d'une conversion effective d'alcaloides
indoliques par le systeme des monooxygénases a cytochrome P-450.

Au sein de ces microorganismes, les systemes fongiques apparaissaient, sans conteste,
les plus aptes a aboutir a la conversion de 1'Ellipticine en 9-OH ellipticine. D'une part, ces structures
eucaryotes relativement proches du systéme humain sont capables de procéder a une transformation
de I'Ellipticine par le syst¢tme enzymatique du cytochrome P-450 d'une fagon quasi-identique a celle
des mammiferes. D'autre part, les systémes fongiques recélent de formidables potentialités
enzymatiques déja illustrées par le nombre important de substances produites par ces
microorganismes et utilisées quotidiennement en médecine. Enfin les rendements immédiats obtenus

par quelques équipes travaillant sur ce sujet sont intéressants.

L'optimisation de tous les parametres intervenant dans un tel process - composition des
milieux de culture (source de carbone, source d'azote...), conditions de culture (température,
agitation, oxygénation, croissance en phase exponentielle...), introduction de notre substance a
transformer, temps de transformation, etc... - doit nous conduire a 'amélioration notable des
capacités de transformation de notre champignon en vue de la production de la 9-hydroxy ellipticine.

Le choix de notre systeme transformant implique un autre choix : travailler avec la forme
hydrophobe ou avec la forme quaternisée ? Etant donné le systeéme utilisé et les fondements
bibliographiques, nous avons opté pour l'Ellipticine. Cette décision a ét€ motivée par trois raisons :

- I'Ellipticine, trés hydrophobe, pourra étre plus facilement extraite et isolée en vue de l'analyse
des dérivés éventuellement produits que la forme quaternisée;

- la forte affinité de cette substance au cytochrome P-450 évitera, a priori, trop de pertes tout en
déterminant les capacités réelles du microorganisme;

- il est plus facile de procéder a une iodométhylation sur la 9-OH ellipticine qu'a une
iodométhylation suivie d'une acétométhylation sur 1'Ellipticine (cf.Figure 1.7).
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Ainsi, avant d'aborder une éventuelle immobilisation de ces systemes fongiques ou
d'enzymes capables de transformer I'Ellipticine, il nous parait nécessaire de vérifier cette hypotheése
décrite sur des systémes libres. Notre souci constant sera de préserver le rendement qui doit, seul,
motiver cette transformation microbienne en vue de remplacer, nous l'espérons, la synthese
chimique.



CHAPITRE II

METHODOLOGIE DE
LA TRANSFORMATION
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II - METHODOLOGIE DE LA TRANSFORMATION

A la suite du choix établi a partir de la bibliographie existante, nous avons tenté de
reproduire les conditions de bioconversion de 'Ellipticine avant I'amélioration éventuelle de cette
technique. Cependant, ce procédé observé de fagon globale nous posait de nombreux problémes. Il
fallait, en effet, s'attacher a résoudre diverses difficultés rencontrées couramment dans tout
processus biologique. Si la "réaction biologique" proprement dite est simple et facile a mettre en
ceuvre, en revanche, tous les éléments intervenant en amont et en aval de cette réaction sont
beaucoup plus difficiles & maitriser.

II.1 - PROBLEMATIQUE POSEE PAR NOTRE CHOIX
Cette problématique peut étre détaillée selon les points suivants :

1° - Choix des souches

Les souches utilisées lors des procédés industriels doivent étre sélectionnées afin
d'obtenir un rendement maximal. Il nous faut donc choisir des souches susceptibles de
correspondre, d'apres la littérature, a une possibilité de transformation d'un alcaloide indolique.
Ainsi, au cours de notre recherche bibliographique, avons-nous retenu deux souches largement
mentionnées pour la conversion de 1'Ellipticine en un dérivé 9-hydroxylé [83,88,98] : Aspergillus
alliaceus et Cunninghamella echinulata.

2° - Cultures et fermentations

11 est important, pour une production de biomasse, de fournir le milieu de culture le plus
adapté et le moins coliteux. Aussi est-il nécessaire de démarrer des cultures de champignons
filamenteux en milieu liquide dans des erlenmeyers avant d'envisager la solution de production en
fermenteurs.

3° - Incorporation de I'Ellipticine

Afin de procéder a la transformation de I'Ellipticine par la souche choisie, il faut d'abord
solubiliser la substance, fortement hydrophobe, au sein du milieu de culture contenant le
champignon de fagon a ce que l'alcaloide 2 transformer puisse étre au contact du systéme fongique.
Il faudra donc utiliser un solvant organique pour dissoudre I'Ellipticine tout en évitant une toxicité
éventuelle vis-3-vis du microorganisme. Il faut vérifier que I'Ellipticine ne précipite pas en milieu
aqueux.
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4° - Extraction des composés formés

L'obtention d'un dérivé hydroxylé de 1'Ellipticine, converti par le systéme enzymatique
du cytochrome P-450 enchassé dans la membrane du réticulum endoplasmique, nécessite deux
étapes distinctes.
Premierement, il faut traiter la biomasse microbienne de fagon a dilacérer toutes les structures
cellulaires. En effet, la production du dérivé est endocellulaire et un broyage permet d'extraire le
produit transformé.
Deuxiémement, a partir du broyat obtenu, on doit procéder a l'extraction des dérivés hydrophobes
formés a partir de 1'Ellipticine. Il faut donc trouver un solvant organique adéquat qui permette le

transfert des dérivés formés de la phase aqueuse vers la phase organique. On devra s'assurer de
I'innocuité de ce solvant.

5° - Analyse des dérivés obtenus
A T'issue des expérimentations, il sera nécessaire de déterminer la qualité et la quantité
des dérivés que nous avons réussi a convertir par le systtme fongique. Ces analyses devront étre a la

fois rapides et reproductibles, et permettre la séparation puis la purification immédiate des composés
intéressants.

IL.2 - SOUCHES FONGIQUES UTILISEES

Les champignons filamenteux cultivés en milieu liquide sont utilisés dans plusieurs
procédés industriels variés tels que production d'antibiotiques, production d'enzymes ou d'acides
organiques, conversion de molécules.

II.2.1 - CARACTERES FONDAMENTAUX DES CHAMPIGNONS FILAMENTEUX

11.2.1.1 - Généralités

Ce sont des microorganismes eucaryotes aérobies incapables de photosynthése qui
trouvent leur €nergie dans I'oxydation de composés organiques. Certains vivent en saprophytes aux
dépens de la matiére organique en décomposition et d'autres parasitent les plantes, les animaux ou
méme I'homme. Ces microorganismes doivent trouver dans le milieu environnant (naturel ou de
culture) les éléments nécessaires a leur croissance et a leur multiplication :

- une source énergétique apportée le plus souvent par la dégradation de la matiére organique,

- des aliments constitutifs fournissant les éléments nécessaires a la synthése des constituants
cellulaires (eau, oxygene, carbone, azote, phosphore, soufre, éléments minéraux),

- des aliments spécifiques pour les microorganismes ne pouvant synthétiser un ou plusieurs
métabolites. Ces substances sont les facteurs de croissance (acides aminés, bases, vitamines).
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11.2.1.2 - Morphologie

Ces champignons sont caractérisés par une structure mycélienne. Leur appareil végétatif
se présente sous forme de filaments : les hyphes, qui constituent le mycélium ou thalle. Ces hyphes
sont cloisonnées ou non par des septa et forment un mycélium simple, complexe ou fortement
ramifié, dont les dimensions varient selon les especes et les milieux de culture. Chaque septum
posseéde un pore central par lequel tous les constituants cellulaires se meuvent librement. Le noyau
est entouré d'une membrane nucléaire et contient plusieurs chromosomes. Les cellules peuvent étre
multinucléées. La paroi cellulaire est essentiellement constituée de glucane, de chitine et de protéines.

I1.2.1.3 - Croissan reproduction

Les champignons filamenteux poussent différemment en cultures liquides submergées ou
en milieu solide.

Sur une surface bidimensionnelle comme une gélose en boite de Pétri, la croissance
végétative démarre par germination de spores. Celles-ci sont libérées des appareils sporiferes et
disséminées. Puis la spore germe en 12 a 24 heures, ce qui demande une synthése de novo de
nombreux composés cellulaires. Les champignons croissent typiquement par extension apicale de
I'hyphe de maniere radiale en direction de l'augmentation du gradient de concentration du milieu
nutritif. Le taux de croissance est linéaire et dépend de la largeur de la zone périphérique de
croissance, 1a ol la croissance des hyphes est exponentielle et approximativement égale au taux
spécifique de croissance observé dans les cultures liquides [118].

La phase de reproduction arrive souvent apres la phase de croissance végétative rapide. Il peut
exister deux types de reproduction :

- des spores asexuées portées a l'extrémité des hyphes. Elles peuvent étre endogeénes ou
exogenes et sont produites par division mitotique,

- des spores sexuées produites par division meiotique suivie d'une ou plusieurs divisions
mitotiques permettant la formation de spores haploides.
La Figure II.1 présente le schéma simplifié des cycles possibles des champignons. Ce schéma
semble d'ailleurs, aujourd'hui, remis en question.
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Dans un erlenmeyer contenant un milieu nutritif liquide, la croissance s'effectue par
allongement des hyphes. De méme dans un fermenteur, la multiplication des champignons s'effectue
par fragmentation mycélienne mais les hyphes s'enroulent et forment des pelotes nommées “pellets”
sur lesquelles prévaut une croissance apicale des hyphes situées a la périphérie de la pelote. Les

cultures en milieu liquide submergées ne permettent pas 'obtention de spores.

I1.2.1.4 - Classification

D'apres le mycélium, les modes de formation des spores asexuées, l'existence et les
modalités de la reproduction sexuée, on distingue quatre grandes catégories de champignons
filamenteux, au sein du phylum EUMYCOTA :

- Classe I : Les ZYGOMYCETES

- Classe I : Les ASCOMYCETES

- Classe III : Les BASIDIOMYCETES

- Classe IV : Les DEUTEROMYCETES

Certaines classifications ajoutent une cinquieme classe constituée par les
ENDOMYCETES qui représentent en fait les levures. Le Tableau II.1 présente les différentes
caractéristiques respectives des quatre classes de champignons définies ci-dessus.

I1.2.2 - LA SOUCHE ASPERGILLUS ALLIACEUS

Nous avons utilisé la souche Aspergillus alliaceus (CBS 536.65) qui provient de la
collection de Baarn aux Pays-Bas. Nous avons eu l'assurance de la similarit€¢ de la souche par
rapport aux souches répertoriées dans les collections de ' ATCC et de la NRRL.

I1.2.2.1 - Classification

Le genre Aspergillus fait partie de la classe des Deutéromycetes ou Fungi Imperfecti. On
désigne sous ce nom l'ensemble des champignons qui ne présentent pas de fructifications sexuées,
mais se reproduisent uniquement par voie végétative, au moyen de spores asexuées (conidies) ou par
simple fragmentation du mycélium. De nombreuses espéces parasites et la plupart des moisissures
banales appartiennent a ce groupe ; leur role dans les processus naturels, biologiques et
biochimiques, autant que leur importance numérique - le tiers des champignons actuellement connus,
soit plus de quinze mille espéces - justifient 'intérét que leur portent bon nombre de chercheurs et
d'industriels.



Champignons primitifs Champignons supérieurs
CLASSES Champignons imparfaits ou
ZYGOMYCETES ASCOMYCETES BASIDIOMYCETES DEUTEROMYCETES
STRUCTURE - Parfois, pas de mycélium Mycélium régulierement cloisonné
VEGETATIVE - Mycélium non cloisonné
-4 3 8 Ascospores a
I'intérieur d'asques 4 basidiospores portées sur  |Inconnue ou
REPRODUCTION |Zygospores (union de deux | - Asque dans des formations |des basidies, projetées chez les Ascomycetes
SEXUEE gamétanges égaux) variables brutalement par un mécanisme |ou chez les Basidiomycétes
- Spores libérées par rupture |particulier
de I'asque
- Mycélium stérile
REPRODUCTION |Spores asexuées endogénes  |Spores asexuées exogenes - Conidies exogenes formées
ASEXUEE dans des sporanges ou variées : Conidies en libert€ 8 |Spores asexuées peu par différenciation blastique
CONSTANTE  |sporanges modifi€s l'extrémité des conidiophores |fréquentes : conidies ou thallique.
- Conidies dans des acervules
ou pycnides
Mucor Claviceps Puccinia Aspergillus
EXEMPLES
Rhizopus Nectria Armillaria Pénicillium

TABLEAU IL1 : CLASSIFICATION DES CHAMPIGNONS FILAMENTEUX.
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11 est & noter que les espéces de Deutéromycetes appartenant au genre Aspergillus ne sont
en fait que les formes de multiplication végétative d'Ascomycetes des genres Sartorya et Eurotium
par exemple. Notre souche fait partie, au sein des Deutéromycetes, de I'ordre des Moniliales, famille
des Dematiaceae et comprend environ 180 especes.

On retrouve ces champignons dans le sol qui constitue un réservoir inépuisable. Ces
champignons sont des contaminants communs parfois pathogénes pour 'homme, les animaux et les
végétaux. Ils sont susceptibles de produire des métabolites toxiques et peuvent &tre a l'origine de
réactions allergiques.

I1.2.2.2 - Morphologie

La description de cette souche sur milieu solide permet son identification par I'étude du
mode de formation des spores.

Les colonies sur solution gélosée de Czapek décrites par Thom et Church [119],
poussent rapidement, 6 2 7 cm en 10 jours a 25°C, et sont composées d'un feutrage basal blanc
compact ainsi que d'un mycélium aérien floconneux d'environ 1 cm d'épaisseur Ces colonies
développent typiquement des conidiophores droits portant des tétes conidiennes radiées ainsi que des
sclérotes noirs en zones plus ou moins concentriques (Figure I1.2).

Les tétes conidiennes sont radiées et divisées en colonnes d’ﬁge divergentes et compactes
d'abord jaune-orangé clair, devenant brun-doré de taille variable de 100 a 1000 pm de diametre. Les
t€tes les plus petites sont portées sur des conidiophores courts du mycélium aérien alors que les
structures les plus grandes se trouvent sur les longs conidiophores des hyphes ayant poussées sur le
substrat (Figures I11.3A a 3E).

On trouve ensuite les conidiophores, jaunes, sinueux, variant de 0,2 a 3 mm de longueur
etde 7,5 a 15 um de diametre. Puis on remarque les vésicules de 40 a 70 pm de diametre portant les
stérigmates bisériés. Les conidies apparaissent plus ou moins lisses, jaunes, mesurant environ 3 im
de diametre (Figures.IL.4A et 4B).

Les sclérotes noirs, formés de tissu sclérenchymateux, s'érigent, sessiles ou portés sur
une suggestion de tige mesurant 2 & 3 mm en axe vertical et de 500 a 700 pm de diametre, d'abord
blanc, ensuite gris-noir puis noir avec l'age.

L'identification de cette souche est aisée en culture gélosée sur boite de Pétri. On peut
cependant noter qu'il a €té décrit des formes sexuées de ce champignon. A coté de la forme
anamorphe (Deutéromycetes) et théléomorphe (Ascomycetes), on rencontre une forme holomorphe,
mélange des deux formes décrites. Cela signifie que sur cette culture, multiplication végétative et
reproduction sexuée peuvent se développer simultanément.

En milieu liquide, l'aspect de ce champignon est trés différent puisqu'il ne forme pas de
spores. Il développe simplement un mycélium submergé abondant.
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I1.2.3 - LA SOUCHE CUNNINGHAMELLA ECHINULATA

Nous avons obtenu de Baarn deux souches de Cunninghamella echinulata : CBS 596.68
et CBS 656.85. De méme que pour la souche précédente, nous avons regu l'assurance de la
similarité de ces souches avec celles décrites dans la littérature et détenues a 'ATCC et la NRRL.

I1.2.3.1 - Classification

Le genre Cunninghamella appartient a I'ordre des Mucorales et fait partie de la famille
des Cunninghamellaceae au sein de la classe des Zygomycetes. Cette classe de champignon présente
la particularité de ne pas avoir de mycélium septé (cf. Tableau II.1).

Cunninghamella echinulata est une espece trés cosmopolite prédominante dans les zones
chaudes. Cette souche a été isolée de sols cultivés (citronniers, froment, légumes, cannes a sucre...)
ou de terrains non cultivés (coniféres, steppe, désert...) dans la région méditerranéenne et dans les
zones sub-tropicales. Elle a rarement été isolée dans les régions tempérées. La profondeur du sol ou
le pH ne semblent avoir qu'une tres faible influence sur sa distribution. De méme, sa croissance
intervient dans une large gamme de température comprise entre 17 et 44°C,

11.2.3.2 - Morphologie

Les colonies de Cunninghamella echinulata poussent trés rapidement sur milieu solide, le
mycélium apparaissant de couleur blanche a grise. A partir du mycélium basal s'érigent des
pédicelles terminés par des sporangiophores de forme globulaire ou vésiculaire. De ces vésicules
pyriformes surviennent de fagon synchrone des conidies qui peuvent €tre rondes ou ovales,
€chinulées ou lisses.

Les zygospores globulaires formées sont de couleur brun-foncée, tuberculées, la plupart du temps
hétérothalliques. Les Figures I1.5 et II1.6 présentent de jeunes sporanges ainsi que l'aspect des
conidies rencontrées sur la souche Cunninghamella echinulata (CBS 656.85).
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FIGURE 1.2 : VUE EN MICROSCOPIE OPTIQUE DE SCLEROTES OBTENUS SUR
DES CULTURES D'ASPERGILLUS ALLIACEUS EN MILIEU SOLIDE.

140 pm

FIGURE I1.3A : TETES CONIDIENNES RADIEES D'ASPERGILLUS ALLIACEUS
PHOTOGRAPHIEES EN MICROSCOPIE OPTIQUE.
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FIGURE 11.3B : VUE EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A BALAYAGE D'UNE
TETE CONIDIENNE RADIEE DE LA MEME SOUCHE.
(Cliché P.Jouffrey, P.Formisyn : C.M.E.S / Ecole des Mines de Saint-Etienne).
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FIGURES I1.3C : VUE EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A BALAYAGE D'UNE
TETE ASPERGILLAIRE EN FORMATION PORTANT DES PHIALIDES.
(Cliché R.Hugheney : CM.E.A.B.G / Université Lyon I).
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FIGURES 11.3D et 3E : VUES EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A BALAYAGE
D'UNE TETE ASPERGILLAIRE EN FORMATION PORTANT DES PHIALIDES.
(Clichés R.Hugheney : C.M.E.A.B.G / Université Lyon I).
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FIGURE 1L.4A : JEUNE TETE CONIDIENNE D'ASPERGILLUS ALLIACEUS
PORTANT LES CONIDIES VUE EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A BALAYAGE.
(Cliché P.Jouffrey, P.Formisyn : C.ML.E.S / Ecole des Mines de Saint-Etienne).

FIGURE I1.4B : CONIDIES DE CETTE SOUCHE VUES EN MICROSCOPIE
ELECTRONIQUE A BALAYAGE.
(Cliché P.Jouffrey, P.Formisyn : C.M.E.S / Ecole des Mines de Saint-Etienne).
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FIGURES IL.5: VUES EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE D'UN SPOROCYSTE
EN FORMATION DE LA SOUCHE CUNNINGHAMELLA ECHINULATA.
(Clichés R.Hugheney : C.ML.E.A.B.G / Université Lyon I).
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FIGURES I1.6 : VUES EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE DE CONIDIES
DE LA SOUCHE CUNNINGHAMELLA ECHINULATA.
(Clichés P.Jouffrey, P.Formisyn : C.M.E.S / Ecole des Mines de Saint-Etienne).
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I1.3 - CULTURE DES CHAMPIGNONS

Afin de pouvoir évaluer une croissance des champignons filamenteux cultivés en milieu
liquide, il nous semble nécessaire de rappeler certains aspects théoriques de notre travail.

I1.3.1 - CROISSANCE FONGIQUE

I1.3.1.1.- Croissance non limitée : définition et valeur de 1

Lorsqu'un microorganisme est placé dans un environnement non limitant (pour n'avoir
qu'une réaction du permier ordre), ou 1'on a un exces de substrat et des facteurs physico-chimiques
favorables (température, pH, pression partielle d'oxygene), I'accroissement en masse ou en nombre
de cellules est proportionnel a la quantité d'organismes présents initialement et est caractérisé par
deux constantes, le temps de génération (T) et le taux spécifique de croissance (L).

Le temps de génération est l'intervalle de temps nécessaire au doublement de la
population et dans le cas des champignons, cela revient a un doublement de la biomasse.

Soit 1=

=1 g

avec t = temps, n = accroissement de la biomasse.

Le taux de croissance [ sera donc la représentation de l'accroissement de la biomasse par
unité de temps.

Soit n= g avec N = population a un temps t donné.

Sil'on a une population initiale Ny, la croissance augmentera a chaque génération de la
facon suivante :
18r¢ génération : N1 =2 Ny
2¢me génération : Np = 2 x 2N =22 N,
apres n générations : Nn = 2n Ny

Exprimée en fonction du taux de croissance, cette équation devient: Np = N, eHt

Cette équation peut étre exprimée sous forme logarithmique :

En fermentation, et plus particulierement lors de l'utilisation de systéme mycéliens, il est
plus aisé d'utiliser la concentration cellulaire X :
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d(Si(tV) = uXV  oli:X = concentration cellulaire (g.I"'1) et V = volume (1)
WL est caractéristique d'une espéce donnée. Cette valeur dépend de l'organisation spatiale

des cellules dont dépend la vitesse de syntheése des macromolécules.

On peut donner, a titre d'exemple, quelques valeurs générales. Le taux de croissance
spécifique |1 pour un champignon filamenteux a une valeur moyenne de 0,17 h-1. Cette valeur de 1/3
de celle trouvée pour les levures est 8 fois moins €levée que le pL moyen des bactéries. Le temps de
doublement de la biomasse, T, est de 4 heures.

Pour la souche Aspergillus nidulans, les valeurs moyennes du taux de croissance a
différentes températures sont mentionnées dans le Tableau II.2 présenté ci-dessous.

Température 25°C 30°C 30

K 0,148 0,215 0,360

TABLEAUIL2 : VALEURS MOYENNES DE p OBSERVEES SELON LA
TEMPERATURE POUR LA SOUCHE ASPERGILLUS NIDULANS.

L'accroissement exponentiel chez un champignon filamenteux est limité a I'allongement
des hyphes. Une augmentation exponentielle ne peut avoir lieu que s'il y a ramification.
L'augmentation globale se poursuit quand toutes les hyphes croissent linéairement a condition que
les ramifications se fassent proportionnellement a la longueur totale des hyphes.

I1.3.1.2- Consommation du substrat - Rendement et maintenance

La croissance cellulaire se fait au détriment de divers substrats. Par rapport 4 chacun des
substrats, un rendement massique de production de microorganismes peut étre défini par :

- d(XV
R X/A =1V}

avec R X/A =rendement de production de microorganismes par consommation de substrat A.
X = concentration cellulaire exprimée en g.I-1.
A = concentration en substrat A exprimée en g.I'1,
V = volume en litres.
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Un rendement peut étre défini pour chaque matiére premiere de la réaction de

fermentation, comme la source de carbone, 1'azote ou l'oxygene.

Quand le milieu ne contient plus de substrat, il n'y a plus de croissance cellulaire. Les
microorganismes et notamment les champignons consomment le substrat pour une enzyme de
maintenance qui est nécessaire a l'entretien des macromolécules ainsi qu'aux mouvements (d'ions et
de solutés). Le rendement R peut étre formulé par :

R=F=G:- T [( g5 ) + (m)]

avec S = substrat

d_= accroissement de biomasse; Y ¢ = taux de conversion limite en biomasse
HE«- production de métabolites; Y p = taux de conversion limite en métabolites
m=

maintenance en g. g-! de matigre seche. h-1

On congoit que le rendement en biomasse, R, est diminué quand la production de
métabolite ou bien la maintenance sont importants.

R prend sa valeur maximale lorsqu'il n'y a pratiquement que formation de biomasse. On
l'observe dans les cas ol il n'y a pas de production de métabolites et lorsque m est trés faible. Donc
R est d'autant plus grand que m est petit et que | tend vers sa valeur maximale imax.

Quand le taux de croissance [ diminue, l'importance relative de m augmente. En effet,
les champignons qui ont un [ faible ont une part importante du substrat qui va servir a I'énergie de
maintenance. Par exemple, Pénicillium chrysogenum a un taux de maintenance m égal a 10 % de
consommation du substrat & HPmax. et 2 70 % de consommation du substrat a L = 0,05 h-1 ot ce
champignon produit la pénicilline.

-

11.3.1.3 - Culture en "batch"

La croissance d'un inoculum est suivie jusqu'a épuisement du milieu dans des conditions
extérieures de température maintenues constantes et favorables au développement du
microorganisme. Cette étude consiste a suivre en fonction du temps (t) I'évolution de X qui est la
concentration en biomasse microbienne (gramme de matiére séche cellulaire par unité de volume de

culture). Ce phénomeéne se déroule en plusieurs phases comme l'indique la Figure I1.7.

phase I : C'est la phase de latence qui suit l'ensemencement du champignon dans le
milieu de culture. Bien que les interprétations de sa présence ne soient pas encore bien €tablies, on
pense qu'il s'agit d'une période d'adaptation au cours de laquelle la cellule synthétise les enzymes
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nécessaires & métaboliser le substrat présent. Sa durée varie avec la taille de 1'inoculum, I'dge et 1'état
biochimique des cellules qu'il renferme. Lorsque le fermenteur est inoculé avec des spores, cette
étape dure environ 12 heures.

phase 2 : C'est la phase de départ : la reproduction cellulaire débute. La concentration en
biomasse et le taux de croissance (T = WX ) augmentent peu a peu.

phase 3 : C'est la phase exponcntielle de croissance au cours de laquelle le taux de
croissance cellulaire atteint son maximum : )L maximum. Tout au long de cette phase logarithmique,
le temps de doublement de la population (temps de génération = T) prend sa valeur minimale. Cette
valeur varie d'un microorganisme a un autre, et pour un microorganisme en fonction des conditions
(milieu de culture, température, oxygene...). Elle est généralement comprise entre 1,5 et 6 heures.
Au cours de cette phase, la vitesse de croissance dX/dt augmente. Il est cependant difficile
d'observer une croissance exponentielle de plus de cing doublements.

L'équation de X en fonction du temps s'exprime par : X = X, e Hmax.L.

Lors de la phase exponentielle, le taux de croissance est indépendant de la concentration
des divers composés du milieu de culture. Cependant, ceci n'est vrai qu'au-dessus d'un certain seuil
de concentration. Si un des composés est apporté en faible quantité, L demeure inférieur a imax. Ce
phénomene a été étudié par Monod. Il a proposé une loi, extrapolée de la loi de Michaelis-Menten,

qui permet d'exprimer W en fonction de S (concentration en substrat) par la relation suivante :
_ Kmax - [S]
H=KIST+13]

ol K[S] représente la concentration pour laquelle le taux de croissance prend la moitié de sa valeur
maximale. Cette loi est appelée loi de Monod.

Phase 4 : C'est la phase de ralentissement qui correspond a 1'épuisement du milieu de
culture en un ou plusieurs composés nécessaires a la croissance, et p@gfois a l'accumulation de
produits inhibiteurs résultant du métabolisme microbien. Le taux de croissance diminue alors, ce qui
peut-€tre expliqué par la relation de Monod.

En effet, 1a Figure II.8 montre que tant que S reste grand, le taux de croissance peut €tre
considéré comme constant, égal a [lmax, et la culture se trouve en phase exponentielle de croissance
(2). Mais deés que S devient inférieur & S' (concentration en substrat limitant) la diminution rapide du
taux de croissance ne permet plus d'évoquer une croissance exponentielle et fait passer le "batch” en
phase d'arrét (3). Il est évident que ce sera le premier substrat en voie d'épuisement (source de
carbone, source d'azote ou oligoélément) qui créera 'arrét de la croissance.

Phase 5 : C'est la phase stationnaire pour laquelle X atteint sa valeur maximale. La
croissance s'arréte ce qui entraine des modifications de la structure biochimique de la cellule qui
conserve une activité métabolique.
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Phase 6 : C'est la phase de déclin au cours de laquelle la biomasse décroit par suite de
l'autolyse sous l'action des enzymes cellulaires.

I1.3.1.4 - Limitation cinétique de la croissance

Le procédé d'échange de matériel entre la surface d'un microorganisme et son
environnement externe est un procédé de transfert de masse.

Dans des systémes de fermentation conventionnelle, la demande microbienne pour des
substrats autre que l'oxygéne ne rencontre pas habituellement de gros problemes puisque ces
composés sont en large exces et dissous dans le milieu liquide. Les microorganismes sont ainsi
forcés d'accroitre leur activité métabolique.

En revanche, dans un milieu liquide aqueux, le taux d'oxygeéne dissous est
approximativement de 1'ordre de 9.10-3 mg.l-1 & 20°C 2 la pression atmosphérique ambiante. La
diminution de I'oxygene dans le milieu liquide est extrémement rapide lors d'un début de croissance
microbienne. Pour cette raison, l'apport en oxygeéne quand le procédé est aérobie devient le facteur
crucial qui détermine le taux de croissance. Cela est dii a la faible solubilité de I'oxygeéne dans les
milieux aqueux.

C'est pourquoi le transfert d'oxygene dissous domine le concept de transfert de matieres
dans les fermentations industrielles. Le Tableau II.3 donne les valeurs indicatives de la demande
spécifique en oxygene de quelques champignons et pour deux procédés.

Systemes Microorganismes Demande spécifique en oxygene
ou Produits (exprimée en mM d'O; g-1 de cellules h-1)

a) Aspergillus niger 3,0
Organismes | Streptomyces griseus 3,0
Penicillium chrysogénum 3,9
Saccharomyces cerevisiae 8,0
b) Streptomycine 4,2
Fermentation Oxytétracycline 7,4
Pénicilline 2,0
Levure 2.7

TABLEAU I1.3 : DEMANDE SPECIFIQUE MAXIMALE EN OXYGENE SELON
a) BROWN;1970 [120] ET b) GADEN;1961 [121].
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La mise en ceuvre d'une fermentation avec un taux tres élevé d'oxygene n'est pas la
solution a ce probléme pour des raisons économiques et physiologiques. En effet, divers procédés
sont moins efficaces avec de fortes aérations. De plus, une aération trop forte provoque une
fluidification du milieu ("flooding") et diminue l'efficacité du procédé. L'oxygene en trop forte
proportion est toxique pour les microorganismes.

Tout cela nécessite donc 1'étude et le calcul du niveau nécessaire et suffisant d'oxygeéne

dans un procédé de fermentation.

I1.3.1.4.1 - Probléeme général et mécanismes de base du transfert de masse

Dans un milieu de fermentation hétérogéne non newtonien comme peut 1'étre une culture
fongique, il y aura des résistances de transfert d'un composé chimique de la phase
d'approvisionnement a la phase réceptrice. La Figure IL.9 représente schématiquement un systeme
général concernant les gaz, la phase liquide et la phase solide.

On peut résumer les sites de résistances exercés sur les transferts de masse :

- au sein du volume de gaz

- dans le film gazeux

- & l'interface gaz/liquide

- dans le film liquide

- au sein du volume de liquide

- dans le film liquide entourant la phase solide
- a l'interface liquide/solide

- dans la phase solide.

I1.3.1.4.2 - Diffusion moléculaire

Les transferts de matériel contribuent a rendre les concentrations uniformes. Cette
diffusion est déterminée par les mouvements thermiques des molécules et il en résulte un transfert
des régions les plus concentrées vers les régions les moins concentrées. Le flux net de diffusion par

unité de surface, J, est égal a :
dCx

dx

J=-D

avec : D = coefficient de diffusion de la solution
dCx/dx = gradient de concentration de x & un temps t donné.
Habituellement, on suppose que le coefficient de diffusion est indépendant de la
concentration.
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Le concept de coefficient de transferts de matiéres devient particulierement usité dans les
études a travers des phases liées. La Figure I1.10 montre qu'il y a un gradient de concentration par
diffusion dans chaque phase. Les concentrations Cx et Cy ne sont pas équilibrées sinon il n'y aurait
pas de diffusion.

Les équilibres de concentrations correspondent €galement aux potentiels chimiques des
composants diffusant dans chacune des deux phases de l'interface.

Film stagnant Film stagnant

Phase Y Phase X

\— Cx

Interface

FIGURE I1.10 : TRANSFERT DE MASSE A TRAVERS DEUX PHASES LIEES.

11.3.1.4.3 - Transferts gazeux

Ces transferts sont surtout affectés par la solubilité des composants gazeux dans les
liquides. Malheureusement, I'oxygéne est trés peu soluble dans les solutions aqueuses. Ce facteur
couplé a l'importance de l'oxygene pour le métabolisme microbien justifie la quantité d'efforts
déployés pour I'étude du transfert d'oxygeéne dans les fermentations.

a) Roles de l'oxygeéne

L'oxygéne joue d'abord un role essentiel dans le métabolisme aérobie producteur
d'énergie comme accepteur final des électrons et des protons produits par les réactions d'oxydation.
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L'oxygene intervient ensuite dans certains mécanismes de régulation du métabolisme de
fagon directe, comme inducteur ou répresseur de la synthése d'enzymes respiratoires, mais aussi de
fagon indirecte du fait de son réle dans le métabolisme énergétique.

Lorsque la croissance microbienne se fait sur un substrat moins oxydé que la biomasse,
ce qui est le cas des substrats glucidiques et a fortiori des hydrocarbures, 1'oxygeéne joue le role de
substrat : il sert alors a 1'édification des constituants cellulaires.

Le besoin en oxygene est défini par deux éléments :
- le coefficient QO7 qui désigne la quantité d'oxygeéne consommé exprimée en volume, masse
ou moles par unité de temps et par unité de biomasse microbienne,
- la concentration cellulaire X.

La demande en oxygeéne (QO2.X) augmente rapidement pour atteindre sa valeur
maximale en fin de phase logarithmique puis diminue par la suite. Agissant comme substrat,
l'oxygene obéit a la loi de Monod :

O
o= AR

ol U =taux de croissance
1 max. = taux de croissance maximum
O3 = concentration en oxygene dissous
KOy = constante d'affinité de la réaction correspondant a la concentration en oxygene
pour laquelle le taux de croissance prend la moiti€ de la valeur maximale.

b) Modalités du transfert d'oxygéne

L'absorption de l'oxygene de l'air dans le champignon est caractérisée par un systeme de
transport de matiere multiphasique que 1'on peut détailler successivement comme suit :

1. Transport d'oxygene de la bulle d'air a l'interface gaz/liquide.

2. Transfert d'oxygene a travers l'interface gaz/liquide.

3. Transport d'oxygene de l'interface gaz/liquide au liquide.

4. Transport convectif de l'oxygéne dans le liquide.

5. Transport de 'oxygene du liquide & la surface des microorganismes, agglomérats cellulaires
(champignons), floculats ou pellets par diffusion et convection. Chez les microorganismes
eucaryotes, les enzymes respiratoires sont localisées dans la mitochondrie. L'oxygene doit
donc diffuser dans le cytoplasme et traverser la paroi mitochondriale.

6. Transport de l'oxygene intra-cellulaire par diffusion.
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c¢) Transfert de 'oxvgéne

La solubilité d'un gaz dans une phase liquide s'exprime par la loi de Henry :
C = Hp
avec : H = constante de Henry (mM d'O2.1-1 atm-1.)
p = pression partielle du gaz considéré dans la phase gazeuse (exprimée en atm.)
C = concentration molaire du gaz dans la phase liquide (mM.1-1).

Cette constante de Henry est affectée par la température, la concentration des sels dissous
et le pH de la solution. La mesure de 'oxygene dissous nécessitera donc certaines précautions. Nous
ne nous étendrons pas sur cette question et nous préciserons simplement que l'oxygeéne sert a la
demande de la culture microbienne.

I1.3.2 - PRODUCTION DE BIOMASSE

I1.3.2.1 - Différents types de culture

On préfere la culture en milieu liquide & la culture en milieu solide pour trois raisons :
- d'abord une facilité de transfert, de stérilisation et de mélange des milieux de cultures ;
- puis une facilit€ de transfert des gaz et d'homogénéisation du substrat ;
- enfin, une facilité d'obtention de la biomasse ou du produit de fermentation.

Culture en milieu solide_ : cette technique a longtemps été utilisée et le reste notamment pour les
champignons destinés a la fromagerie.
Il n'y a pas de spores en milieu liquide mais seulement en milieu solide. Le métabolisme est lié a un

processus anaérobie, notamment la synthese.

Culture en milieu liquide :

* DISCONTINUE ou en "batch" : la fermentation se développe a partir de l'introduction
d'un milieu neuf stérile et d'un inoculum. Une fois la biomasse ou le produit obtenu, on récupére le
mycélium ou le milieu de culture ou les deux puis on recommence un cycle.

* CONTINUE : il n'y a pas d'arrét de la culture mais un apport permanent de milieu de
culture neuf. On effectue en revanche la récupération du milieu de fermentation contenant la
biomasse et les métabolites. Le volume de culture est donc constant et I'on peut définir plusieurs
valeurs tels le taux de dilution D ou le débit volumique F.

Il existe une fermentation type TURBIDOSTAT ou L est proche de imax. et dans lequel la
concentration est maintenue par une pompe doseuse alimentant la fermentation en substrat. Cette



Méthodologie de la transformation - 66 -

pompe est reliée a une cellule photoélectrique mesurant 'absorbance de la suspension et un systeme
appelé chemostat qui est utilisé pour la production de métabolites. On fixe un p tres faible, et tres
inférieur au Pmax. puis on ajuste D a la valeur de L donnant la production attendue.

11.3.2.2- Les rendements : valeurs et variations

Le rendement est important notamment vis-a-vis de la source de carbone car c'est
souvent le composé le plus cher et il faut donc que le rendement soit maximum. Quand cette source
de carbone, le glucose par exemple, est le seul facteur limitant, le rendement R correspond a

_ masse de cellules synthétisées
masse de glucose consommeé

Sil'oxygeéne n'est pas en quantité suffisante, il y a diminution rapide du rendement : une
partie du glucose sera alors fermentée (et non respirée), ce qui signifie qu'il y aura consommation de
beaucoup plus de sucre pour une méme biomasse.

L'aération est un critére des plus importants et quoique l'air soit disponible, 1'aération
colite cher et est due a la faible solubilité de 'oxygeéne de l'air dans l'eau. Il faut plusieurs fois cette
quantité pour avoir un volume suffisant et nécessaire a 1'assimilation des sucres.

L'utilisation des substrats et 1'oxygene dépendent beaucoup de la forme de croissance

que l'on observe en milieu liquide agité. De cette forme de croissance dépendra l'approvisionnement
entre substrats et oxygene.,

11.3.2.3 - Form 1ltures spect alitatifs de la biomasse produit

Trois formes peuvent étre rencontrées :

- LES FORMES MYCELIENNES : ce sont des formes qui ont une faible viscosité et un excellent
transfert de substrat et d'oxygéne.

- LES FORMES EN "PELLETS” : ce sont des pelotes dont le diametre est compris entre 0,1 et 1
um. Ce sont des suspensions solides. Il y a une bonne diffusion de I'oxygeéne entre les pelotes mais
le transfert est faible dans les pellets (on a un phénomene d'anaérobiose). La croissance est bonne a

la surface, mais médiocre a l'intérieur. De plus, I'hétérogénéité dans la production de métabolites est
importante.

- LES FORMES FILAMENTEUSES ou l'on a une grande viscosité qui implique des mouvements
de transferts d'oxygene et de substrat. On peut diminuer la viscosité en augmentant la vitesse de
cisaillement puisque la suspension est non-newtonienne.
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I1.3.3 - BIOCONVERSION DE L'ELLIPTICINE

Nous avons vu dans le chapitre précédent que des essais de transformation de
I'Ellipticine par un systeme fongique avaient déja été réalisés par quelques auteurs. Nous nous
sommes donc naturellement inspirés des modes opératoires décrits pour tenter cette transformation.
Aussi, avant de préciser notre protocole, nous détaillerons les systémes opératoires mentionnés dans
la littérature.

II.3.3.1-R 1 bibli hi

Il existe relativement peu de publications sur la transformation de I'Ellipticine par un
champignon filamenteux.

Les premieres données sur la conversion possible de 1'Ellipticine par un systéme
fongique en un ou plusieurs dérivés remontent & 1975 [96]. La méthodologie employée fait appel a
des techniques utilisées couramment pour d'autres systémes de bioconversion comme par exemple la
transformation des stéroides. Ainsi, deux schémas sont généralement proposés depuis qu'en 1962
Schleg et Knight ont rapporté la 11 o-hydroxylation de la progestérone par les conidies
d'Aspergillus ochraceus [122].

Dans la méthode conventionnelle, les cellules végétatives ou les spores servent & inoculer
un milieu utilisable en erlenmeyer ou en fermenteur. Le substrat & transformer est ajouté soit a
I'inoculum, soit un certain temps apres l'inoculation [83,96]. L'Ellipticine est convertie en dérivés
hydroxylés ou méthoxylés [94,96,105,123,124].

Dans le procédé utilisant les spores, celles-ci sont produites par sporulation de surface en
milieu solide ou en milieu liquide, séparées du mycélium et une fois récupérées mises dans une
suspension contenant le substrat [112,122].

Nous avons décidé de nous contenter de travailler sur la premie¢re méthode pour deux
raisons :

* avant d'aborder une étude sur la capacité des spores a transformer ou non une substance, il
nous parait important de savoir si un tel procédé fonctionne avec les cellules végétatives. De plus,
I'obtention de grosses quantités de mycélium est bien plus aisée [122];

* ensuite, étant donné la localisation du systéme des monooxygénases a cytochrome P450, il
nous apparait plus logique de commencer par cette méthode de maniére a connaitre sa faisabilité et
comparer les taux de conversion obtenus par rapport a ceux atteints par le "spore process" pour
d'autres substances.
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I1.3.3.2 - Protocole expérimental

Le protocole expérimental que nous allons définir servira d'une fagon générale a tous les
essais que nous effectuerons. En effet, nous nous sommes attachés a démontrer une faisabilité
industrielle. Cet objectif sous-tend deux éléments : d'une part la vérification au laboratoire d'une
transformation fongique de 1'Ellipticine en erlenmeyer et, d'autre part, le passage a un réacteur pilote
permettant d'évaluer plus précisément la reproductibilité des résultats éventuels obtenus en flacons de
culture et leur amélioration par le contréle plus rigoureux de certains parametres.

Au cours de cette étude en fermenteur, nous avons eu l'opportunité de travailler sur un
réacteur de type pulsé, au laboratoire de Verfahrenstechnik du professeur Brauer a 1'Université
Technique de Berlin. Ce réacteur utilisé avec succes dans d'autres procédés biologiques, est équipé
d'un systéme d'agitation original que nous avons testé sur notre probléme de transformation [125].

11.3.3.2.1 - Milieu de culture

Le milieu de culture que nous avons défini pour notre souche principale de travail,
Aspergillus alliaceus (CBS 536.65), est calqué sur ce que préconise la littérature pour I'Ellipticine
[88,94,96,97].

D'autres substances comme 1'acronycine, la pentoxyfilline ou les stéroides ont fait l'objet
de publications sur la méthodologie de leur conversion [94,100,102]. Le milieu de culture differe
peu et dépend essentiellement de la souche utilisée [122].

De méme, 1'utilisation de la souche Beauvaria sulfurescens pour 1'hydroxylation de

substances comporte un milieu assez similaire [126,127], ainsi que d'autres hydroxylations
microbiennes [99,128].

Le milieu de culture retenu doit permettre la croissance des deux souches utilisées pour
notre bioconversion : Aspergillus alliaceus et Cunninghamella echinulata. Aprés quelques essais de

croissance fongique optimale , nous avons défini un milieu de culture tel que celui mentionné dans le
Tableau I1.4.

11.3.3.2.2.- Essais de biotransformation

La méthodologie que nous avons employée pour la transformation de I'Ellipticine en un
dérivé 9-hydroxylé suit de tres prés celle rencontrée dans la littérature.

1°/ Essais réalisés en erlenmeyers

Ces essais ont ét€ menés en petites quantités de fagon & déterminer précisément des taux
de conversion.
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Composants Quantité (g.1'1)

D (+) Glucose anhydre pur (Prolabo, ref:24 379) : 20
Extrait de soja (Biosoyase BioMérieux, ref: 5 3401) :
Extrait de levure (BioMérieux, ref: 53121) :

NaCl (Stock, ref: 35 120) :

KH7POy4 (Prolabo, ref: 26 930 293)

pH ajusté a 5,6 (a I'aide d'HCI 0,1N)

Autoclavage 2 121°C pendant 20 minutes.

th th tLh Ln

Pénicilline-Streptomycine 50 000 UI (Biomérieux) 2 p.mille

TABLEAU I1.4 : COMPOSITION DU MILIEU DE CULTURE UTILISE.

a) Préparation des cultures

Les flacons utilisés sont des erlenmeyers de 125 ml contenant chacun 25 ml de milieu de
culture stérile, défini précédemment. A partir de culture en milieu gélosé ou en milieu liquide, nous
procédons a la premiere phase de culture. Puis, afin de nous trouver dans tous les cas en phase
exponentielle de croissance, nous repiquons encore notre souche , aprés un broyage mécanique,
pour une phase II de culture. Le broyage a l'avantage de fractionner en tout petits morceaux le
mycélium que 1'on rend ainsi plus facilement quantifiable par volume. La préparation des phase II de
culture a été définie par Chien, Rosazza et Smith depuis 1975 mais sans I'étape du broyage
[94,96,105,123,124]. Un broyage du mycélium augmente le taux de croissance [l aprés un certain
temps de culture [129].

La Figure II.11 montre le schéma suivi pour tous nos essais.

L'inoculum mis dans les erlenmeyers en phase II de culture représente toujours 1% du
volume de milieu, soit 250 pl de culture en phase I. Cela correspond 2 une certaine biomasse qui
sera déterminée statistiquement.

b) Parameétre la croissance
La croissance est suivie, en erlenmeyers, par deux parametres : le poids sec et le pH. En

effet, lors de ces expérimentations, on ne peut controler que quelques parameétres : la température, le
pH et le poids sec.
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Le pH est pris chaque jour sur des cultures témoins accompagnant les essais de
transformations par un pH-metre portatif automatique préalablement étalonné.

Le poids sec est déterminé par la mesure de la biomasse fongique a des temps donnés
aprés déshydratation compléte. La technique, trés simple, consiste a filtrer le champignon et le milieu
de culture, contenus dans l'erlenmeyer, sur un filtre de 0,45 pm (Millipore, type HATEF)
préalablement taré. Apres cette filtration, on place le filtre et la biomasse fongique retenue sur ce filtre
dans une étuve a 100°C pendant 1 heure. Apres séchage complet, on obtient le poids sec. On peut
déterminer de cette maniere une croissance fongique en fonction du temps ainsi qu'un taux de
croissance L.

¢) Introduction de 1'Ellipticine

L'Ellipticine a été fournie par la Sanofi (ref: RD/6973).

L'incorporation de I'Ellipticine dans le milieu de culture nécessite sa dissolution dans un
solvant organique puisque c'est une substance hydrophobe. Mais ce solvant doit étre miscible a l'eau
puisque le but est d'introduire 1'Ellipticine dans un milieu aqueux. L'ensemble des publications
semble en accord sur le diméthylformamide (DMF) qui sert non seulement pour notre substance mais
aussi pour d'autres composés tels la pentoxyfilline ou l'acronycine. Ce solvant n'aurait aucune
incidence sur la croissance fongique dans la limite de 10% du volume de culture [83]. Le
diméthylsulfoxyde (DMSO), 'acétone, le méthanol ou 1'éthanol peuvent également &tre utilisés
[96,102]. Un adjuvant comme le polyvinyl de pyrrolidone (P.V.P) permettant d'augmenter la
solubilité de I'Ellipticine dans ces solvants a ét€ mentionné [124].

Les concentrations d'Ellipticine dissoute dans le diméthylformamide sont comprises
entre 1 et 300 mg.ml-1. Les concentrations admises par les auteurs en volume final dans les cultures

sont de 0,2 2 5 mg.ml-! de milieu. Les valeurs les plus courantes se situent entre 200 et 500 ptg.ml-1
[94, 102,103,105].

Nous utilisons donc le DMF comme solvant de 1'Ellipticine dans des concentrations
relativement faibles de 1'ordre de 1 2 10 mg.ml-l. Dans le milieu de culture, nous ferons en sorte que
le taux de DMF en volume ne dépasse pas 5% et que la concentration finale d'Ellipticine dans le
milieu soit comprise, selon les expériences, entre 10 et 200 pg.ml-1.

Ces quantités, beaucoup plus faibles que celles données dans la littérature, s'expliquent
par deux éléments. D'abord, nous ne disposons que de trés faibles quantités d'Ellipticine et ensuite,
il faut préciser que notre ambition est de tester un grand nombre d'erlenmeyers sans oublier les
fermenteurs. Pour ces deux raisons et aprés quelques tdtonnements, nous avons opté pour une
concentration moyenne de 20 pg.ml-1 soit 500 pg par erlenmeyer de 25 ml.
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d) Biotransformation de 1'Ellipticine

La transformation de 1'Ellipticine en un dérivé 9-hydroxylé€ suit classiquement le schéma
type cité dans les publications [94,96,105,122,124]. La Figure II.12A précise la méthodologie
classiquement appliquée. Nous parlerons de transformation liée a la croissance. En effet, apres le
repiquage en phase II de culture de notre souche (cf. Figure I1.11), la substance a transformer est
ajoutée 24 heures apres le début de culture. On laisse faire la conversion pendant 7 jours. Puis, on
procede a I'extraction des composés transformés [94].

Apres avoir appliqué cette technique, nous nous sommes interrogés sur 1'opportunité
d'une modification de cette méthode. En effet, d'apres 1'étude bibliographique faite au chapitre
précédent, plusieurs constatations s'imposent :

- la culture en erlenmeyers, de par l'absence de systéme d'agitation interne, provoque la
formation d'un ou plusieurs pellets, véritables pelotes dont l'intérieur est en anaérobiose. Ce
phénomene est la cause d'un mauvais transfert de matiéres et d'oxygéne notamment;

- un broyage intensif de la biomasse mycélienne permet de se rapprocher des formes obtenues
en réacteur et favorise aussi les échanges métaboliques [121,129]. Cependant, une telle action ne
doit pas détruire le champignon;

- le systeme enzymatique responsable de la bioconversion de I'Ellipticine est enchassé dans les
membranes du réticulum endoplasmique. Si l'on veut un meilleur passage de I'Ellipticine vers ces
enzymes, il est logique de penser qu'un broyage favoriserait ce transfert. En outre, I'Ellipticine étant
un inhibiteur de son propre syst¢me de transformation, on peut se demander si le fait de laisser
longtemps cette substance en contact avec le systéme fongique est réellement important ou
intéressant;

- enfin, on peut supposer que, si le cytochrome P-450 est responsable de la production du
dérivé 9-OH ellipticine, sa quantité sera liée a celle de la biomasse.

Aussi, avons-nous modifié la technique décrite sur la Figure II.12A en pratiquant a
l'issue de la phase exponentielle de croissance un broyage mécanique intense de la biomasse
fongique puis en ajoutant, seulement & ce moment 13, la substance a transformer. On laisse incuber
quelques heures puis on proceéde, comme pour la premiére technique, a l'extraction des composés
éventuellement transformés. La Figure I1.12B précise notre méthodologie.

2°/ Essais effectués en fermenteur

Les essais menés en fermenteur nous apparaissaient trés importants dans la mesure ol le
passage d'un stade expérimental de petits erlenmeyers a un stade pilote ou 1'on maitrise mieux
certains parametres n'est pas toujours évident. De plus, maints articles nous permettaient de mesurer
l'importance d'une étude en réacteur pilote [125,129,130].
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A Theure actuelle, les fermentations sont pratiquement exclusivement conduites dans des
réacteurs a systéme d'agitation classique.

Cependant, I'analyse de la mécanique des fluides réalisée dans un tel réacteur montre que
la plus grande partie de 1'énergie disponible ne sert qu'au maintien du mouvement de rotation. Ainsi,
seule une petite partie de cette €énergie transférée au systéme est utilisée pour I'écoulement secondaire
qui, lui, est réellement important dans un processus de mélange. De cette fagon, le mélange obtenu

n'est pas homogene ce qui conduit 2 une dissipation importante de I'énergie initiale transférée an
fermenteur.

L'utilisation de ce réacteur, tant sur le volume réactionnel potentiellement efficace que sur
le mélange effectué, est donc médiocre. Quelques essais tentés avec notre champignon filamenteux
ont montré que la suspension mycélienne obtenue n'est pas homogene et provoque des problemes
importants d'agitation et de transferts de mati¢res.

Certains auteurs utilisent des substances adjuvantes qui diminuent la taille des pellets
formés en empéchant I'adhésion des hyphes les unes aux autres [131].

Sur la base de ces constatations, le laboratoire du professeur Brauer a congu
1""Hubstrahlbioreaktor" que I'on peut traduire par réacteur pulsé.Ce réacteur ne recele aucun élément
de rotation. Il consiste en un cylindre dans lequel se meut un ensemble appelé "Hubelement"dont le
mouvement périodique est purement linéaire et vertical.

Ce réacteur a été utilisé avec succes dans le traitement biologique des eaux usées avec
une réelle efficacité. La durée du traitement ainsi effectué a été largement réduite par rapport a celle
des systémes conventionnels de traitement [125]. De méme, dans les dernires années, ce réacteur a
également été testé avec succes pour la production d'acide citrique par Aspergillus niger, et pour la
production d'éthanol par Zymomonas mobilis.

Une conséquence évidente des résultats obtenus par ce nouveau type de réacteur a été
l'application de ce systéme a la production ou & la synthése de substances biologiques & hautes
valeurs ajoutées. En effet, le génie fermentaire se heurte 2 de nombreux problémes liés 2 la

conception des fermenteurs classiques: par exemple, l'agitation optimale des microorganismes, les
transferts d'oxygeéne et de matieres.
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a) Description du fermenteur

La Figure II.13 nous présente une photographie de l'appareillage développé a Berlin.
L'installation et le fonctionnement de 1'""Hubstrahlbioreaktor" sont décrits sur la Figure I1.14. Le
bioréacteur est constitué d'un corps cylindrique en verre de 20 cm de diamétre et de 40 cm de haut. Il
a une capacité de 12,5 litres, mais en début de fermentation, on le remplit avec 10 litres de milieu
nutritif. A l'intérieur de ce cylindre, on dispose d'un ensemble axial sur lequel se fixent cinq disques
percés de nombreux trous. La distance entre deux disques est de 50 mm et le diameétre des trous faits
dans les disques est de 12 mm, deux trous étant espacés de 27 mm. Les disques troués sont en
polypropyléne, polymeére thermoplastique qui évite I'adhérence des microorganismes sur les disques
lorsqu'ils sont lisses.

FIGUREIIL.13 : VUE GENERALE DU FERMENTEUR "PULSE"
("HUBSTRAHLBIOREAKTOR").
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La fréquence du mouvement vertical de cet ensemble axial est comprise entre 0,25 et
1,25 Hz. L'amplitude choisie du mouvement conféré a I'ensemble est de 100 mm correspondant a 5
disques maximum. La surface des trous ainsi percés représente 15% environ de la surface d'un
disque. Les disques sont installés de fagon a éviter un alignement des trous.

Le fond et le haut de ce réacteur sont en acier inoxydable. Sur le couvercle, on trouve des
ouvertures pour la tige axiale d'une part, pour l'instrumentation (sonde de pH, sonde a O2) et pour
l'inoculum d'autre part. L'étanchéité entre le couvercle et la tige axiale permettant le mouvement est
assurée par un soufflet stérilisable. Le fond dispose également de bossages pour l'arrivée d'air et
pour la prise d'échantillons. :

Une circulation d'eau thermorégulée a 24°C permet de maintenir une température
constante dans le bioréacteur.

La Figure II.14 mentionne l'approvisionnement en air du réacteur. L'air comprimé est
d'abord nettoyé dans un préfiltrc.(VF) de fagon a éliminer poussieres et huile éventuelles. Ensuite,
un filtre stérile en céramique (LF) permet l'arrivée d'air stérile dans le réacteur. Le débit d'air est
réglé par une vanne (V) et un débitmetre permet de quantifier 1'air injecté dans le réacteur. L'air
incorporé en relativement grosses bulles dans le fermenteur est déja fractionné en de nombreuses
petites bulles des le passage du premier disque. L'air résiduel passe dans un condenseur (RK) qui
effectue une déshydratation partielle de cet air. Un autre filtre stérile en céramique (SF) suit le

condenseur évitant ainsi une éventuelle contamination par aspiration et permet de séparer la mousse
de l'air.

La cuve de 1"'Hubstrahlbioreaktor” est amovible. Toutes les parties qui doivent étre

stérilisées (les électrodes, le soufflet, les parties plastiques...) sont congues pour étre résistantes a
une température voisine de 121°C.

b) Mécanismes de transferts dans 1""Hubstrahlbioreaktor”

Le mouvement axial de I'ensemble des disques fixés sur I'axe provoque des turbulences
schématisées sur la Figure II.15. Ainsi, & chaque mouvement, un nouvel écoulement est créé. On a
donc un trés bon mélange de la suspension qui permet un procédé biochimique simultané et identique
au niveau de chaque trou de chaque disque dans le réacteur. De plus, lorsque 'on a une introduction
d'air dans le réacteur, le mouvement imprimé a I'ensemble provoque 1'éclatement et la dispersion des
bulles d'air ce qui permet ainsi un renouvellement permanent a l'interface air-liquide et donc une
meilleure solubilité de l'air dans le milieu agité. Les tourbillons qui se développent a la suite du
mouvement vertical d'agitation conditionnent les phénomenes suivants:
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- fragmentation accrue du mycélium limitant la formation de "pellets" et amélioration sensible
de l'interface milieu-microorganismes, d'olt une augmentation notable de 'homogénéité de la
suspension microbienne dans toutes les directions;

- accroissement des capacités biochimiques des microorganismes;

- renouvellement périodique des bulles d'air et transfert d'oxygeéne accru caractérisé par un
systéme de transport de matiére multiphasique. L'absorption de I'oxygene est souvent le
facteur limitant des fermentations.

c¢) Conditions opératoires

Le protocole suivi differe légérement de celui suivi pour les essais menés en erlenmeyers
dans la mesure ol nous excluons tout broyage pour la phase de transformation de 1'Ellipticine.

Préparation de l'inoculum

Le milieu de culture adopté est le méme que celui défini au chapitre 11.3.3.2.1. hormis
quelques variations de la concentration de glucose dans le milieu, comprise entre 10 et 30 gl-l, ce
qui nous a permis de faire des études de croissance fongique dans ce réacteur.

La Figure I1.16 résume schématiquement l'ensemble de la manipulation nécessaire a la
préparation de l'inoculum en vue d'une fermentation. Ce schéma reprend la préparation d'une culture
décrite a la Figure II.11 et complétée par des repiquages en erlenmeyers de plus grande contenance.
Le deuxiéme broyage est réalisé de fagon a obtenir un inoculum le plus liquide possible donc
facilement quantifiable. L'inoculum, de quantité variable, représente entre 1,5 et 8 % du volume final
de fermentation.

Démarrage de la fermentation

L'"Hubstrahlbioreaktor" est stérilisé avec un milieu de culture identique a celui utilisé
pour les précultures. Le volume de milieu de culture préparé est de 10 litres. On a, de plus, ajouté 2
ml de Silicone, ou autre agent anti-moussant connu.

L'inoculum est ensuite ajouté a ce milieu stérilisé apres régulation de la température de
I'ensemble du réacteur a 24°C.

Paramétres de la fermentation

Le systeme d'agitation de 1""Hubstrahlbioreaktor" permet de choisir une fréquence
comprise entre 0,25 et 1,25 Hertz. La fréquence de 0,65 Hz a été choisie en fonction des résultats
obtenus pour la production d'acide citrique par Aspergillus niger. La température est toujours fixée a
24°C, tandis que nous avons établi le débit d'air comprimé entre 0,15 m3.h-1 et 0,6 m3.h-1 (pour 3
bars de pression). Cela signifie un débit d'air compris respectivement entre 1,3 et 5,2 litres d'air par
litre de milieu et par minute.
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Tout au long de la fermentation, nous opérons des mesures de:

- poids secs mycéliens selon la technique déja décrite. Les prélévements sont de 1'ordre de 100
ml au minimum deux fois par jour. Sur ces prises d'essais, nous faisons régulierement des
observations microscopiques et un test de Gram pour vérifier la pureté de notre culture;

- glucose résiduel par le test enzymatique a la glucose oxydase sur le milieu de culture prélevé
pour les poids secs et filtré sur filtre 0,45 pm;

- pH par lecture directe sur I'électrode implantée dans le réacteur et étalonnée avant stérilisation;

- saturation en pourcentage d'oxygene de l'air par lecture directe sur l'électrode & oxygene
implantée dans le réacteur. L'étalonnage de cette €lectrode se fait classiquement par bullage intense
d'air stérile fixant le 100% de saturation, puis par bullage d'azote fixant le 0%.

Bioconversion de l'Ellipticine
L'Ellipticine est dissoute dans du DMF ou parfois dans du méthanol dans les mémes
gammes de concentrations finales (10 & 200 pg.ml-! de culture) que celles précédemment données.

L'introduction de I'Ellipticine suit les protocoles déja mentionnés Figures I1.12A et 12B
avec cependant une différence : en effet, il n'y a pas d'étape de broyage de la biomasse mycélienne
obtenue. Notre étude consiste donc & effectuer d'une part, la transformation liée a la croissance de la
biomasse et, d'autre part, une conversion aprés croissance et avec contact limité entre la souche
fongique et I'Ellipticine. Cette méthodologie respecte ainsi le précédent protocole, ce qui nous
permettra une comparaison objective.

Apres les essais de transformation, on procéde comme dans le cas des essais faits en
erlenmeyers a l'extraction de nos composés formés.

II.4 - EXTRACTION DE L'ELLIPTICINE ET DE SES DERIVES

Apres la bioconversion de I'Ellipticine, un obstacle subsiste : son extraction du bouillon
de culture obtenu. Le but est donc d'extraire de ce milieu non seulement l'alcaloide mais aussi tous
les dérivés formés. L'extraction des dérivés qui nous intéressent passe donc nécessairement par une
étape de broyage de la biomasse microbienne obtenue. En effet, la production de la 9-OH ellipticine
se fait au contact du systéme enzymatique des monooxygénases situé dans les membranes du
réticulum endoplasmique fongique. Les molécules converties par le cytochrome P-450 restent dans
le réticulum endoplasmique. Cette conversion endocellulaire va nécessiter la destruction des
structures membranaires de fagon a pouvoir extraire les molécules transformées.

A ce titre, il est curieux de constater qu'il n'existe pratiquement pas d'informations sur ce
probleme de traitement de la biomasse.
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1I.4.1 - BROYAGE DES CHAMPIGNONS FILAMENTEUX

La rupture des structures cellulaires des microorganismes est rattachée a l'extraction ou a
la libération des enzymes des cellules ou des composants cellulaires par des moyens mécaniques ou
non mécaniques.

Une classification des méthodes de broyage cellulaire est présentée sur la Figure I1.17.

I1.4.1.1 - Les différents systémes de broyage

On constate qu'il existe de nombreuses méthodes de broyage cellulaire, notamment
congues pour le laboratoire. En fait, toutes ne sont pas utilisables dans des procédés de grande
envergure. Cela est dii d'une part aux restrictions technologiques des matériels disponibles et,
d'autre part, aux questions de temps pour un systéme donné.

En fonction de quels critéres peut-on utiliser une méthode ? La réponse peut étre définie
selon cinq parametres :

1. La susceptibilité microbienne pour une méthode choisie.

2. Les caractéristiques de stabilité enzymatique.

3. La facilité d'extraction des enzymes ou des produits cellulaires des débris cellulaires.
4. Le taux de désintégration cellulaire et le relargage d'enzymes.

5. La facilité de l'opération, sa simplicité et le coiit du procédé.

Si I'on a de nombreuses données bibliographiques sur le broyage cellulaire des bactéries
et levures, il n'y a, en revanche, que trés peu de publications concernant cette technique sur les
champignons. On considére généralement que les méthodes de destruction des levures sont
applicables aux champignons filamenteux [132,133].

I1.4.1.2 - Moyens de broyage testés

Ne sachant quelle technique de broyage était la plus efficace sur nos champignons, nous
avons décidé de tester plusieurs moyens mécaniques :

- méthode par Ultrasons (désintégrateur a Ultrasons Vibra Cell®, type M SON 01),
- méthode par cisaillement par agitation mécanique (disperseur-homogénéiseur Ultraturax®,
type TP 18-10),
- méthode par trituration par un broyage a billes (broyeur a billes Retsch®, type MM2);
les bols de broyage de contenance maximale de 15 ml (volume utile 12,5 ml) sont en acier
inoxydable et les billes sont en verre de 0,25 4 0,5 mm de diamétre.

Ces méthodes seront couplées a une ou plusieurs méthodes non mécaniques :
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- méthode physique par congélation a -20°C et décongélation des essais,
- méthode enzymatique avec utilisation de : cellulase (Sigma®, ref: C 2415) et lysosyme
(Sigma®, ref: L 6876).

11.4.2.- EXTRACTION DES COMPOSES

Tout systéme d'extraction est complexe, non seulement a cause des molécules mises en
jeu, mais aussi du fait des interactions physico-chimiques rencontrées. Le but de cette opération
consiste a extraire les substances hydrophobes de notre milieu de culture avec le maximum
d'efficacité. On tentera donc de se rapprocher d'un rendement maximal a partir de la connaissance du
rendement théorique de notre systeme d'extraction.

I1.4.2.1 - Etude théorique succincte

Pour calculer le rendement théorique d'une extraction nous avons besoin de connaitre le
rapport de distribution du produit dans les phases. En effet, si une solution d'une espéce neutre A
dans un solvant S est mise en contact avec un solvant E non miscible a S, des molécules de A vont
migrer de la phase S vers la phase E au travers de l'interface liquide-liquide qui sépare les deux
solvants. L'équilibre de partage entre S et E est de la forme : Ag<-> Ag

Le rapport de distribution s'appelle coefficient de partage K et est défini par :

(D K= %% a : Activité de la substance dans le solvant

organique (as) ou dans l'eau (ag).

L'activité de A dans une phase peut étre reliée a sa concentration [A] dans la méme phase
par: a =vy[A]

avec 7y : coefficient d'activité mesurant la différence de réactivité de A entre le milieu
considéré et le milieu de référence, qui est le milieu pour lequel 7y est pris égal a 1 par convention.

Le milieu de référence habituellement choisi est la solution infiniment diluée de A dans le
solvant pur dans chaque phase. Si I'on dissout une quantité trés faible de A dans le systéme binaire,
on peut alors considérer que les concentrations correspondent aux activités et 1'on peut écrire :

Als

s S
“ K= Ak

Ceci n'est pas vrai dans le cas de grandes quantités de A puisque l'on atteint les limites
de solubilité dont il faut alors tenir compte et 'on ne peut pas assimiler concentration et activité.
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K étant un rapport de concentration molaire, il est simple de l'exprimer en fonction des

concentrations massiques (donc des solubilités). L'équation (2) se transforme alors en :

Ss
(3) K=g2

Avec S§ et SE les solubilités de cette méme substance dans les deux phases.

On congoit que le coefficient de partage K doit étre trés différent de 1 pour qu'une
extraction soit facilement et techniquement possible.

Pratiquement, la notion la plus utile est celle de rendement d'extraction R (exprimé en %)
défini comme la fraction (en %) de la quantité totale d'espéce mise en jeu dans le systeme que I'on
retrouve en phase organique a I'équilibre :

R = 100.Qs
“Qe + Qs
avec QE et Qs, les quantités totales de 1'espéce en phase aqueuse et organique.

Il existe une relation simple entre R et K, faisant intervenir les volumes Vg et Vg des
phases aqueuses et organiques et les concentrations, écrites plus simplement, Cg et Cs, en effet :

QE = Vi.Cg et Qs = Vs.Cs
i R o 100.K
K + VE'
S

Lorsqu'un simple équilibre ne permet pas d'isoler l'espéce a séparer, on est amené a
multiplier le nombre d'équilibre d'extraction afin d'obtenir une opération quantitative.

Si Cgp représente la concentration de cette espéce dans la phase aqueuse initiale de
volume VE et Vg le volume de la phase organique de chaque extraction; apres le premier équibre, les
concentrations Cgj et Csj dans les deux phases sont liées par :

VE.Cgo = VE.Cg1 + Vs5.Cs1

[ l
d'ol Cr1 = Cgo . —_—
1+K."7‘—'
E
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De la méme fagon, aprés n extractions, la concentration Cp de l'espéce restant dans la
phase aqueuse sera liée a la concentration Cy-1 par :

1
Cn = Cp-1. [ —:

: S ] dou Cp =Co.|: —*‘7'—:|n
+K.v}g‘

1
S
1+K.W

11.4.2.2 - Méthodologie suivie

Quelques articles sur la bioconversion de 1'Ellipticine ou de la 9-OCH3 ellipticine
donnent des informations 2 la fois précises et incompleétes [94,105,124]. La méthode d'extraction
proposée n'est jamais vraiment explicitée.

Par conséquent, nous nous sommes attachés, au cours d'une étude préliminaire, a
déterminer les conditions optimales d'extraction des composés antitumoraux a partir des €léments
décrits dans la littérature. Nous testerons la validité du modele théorique sur un systéme témoin sans
champignon. Ce témoin consistera en un milieu de culture de 25 ml dans lequel nous introduirons
200 pug d'EIIipt{cine et de 9-OH ellipticine. Ensuite nous tenterons de vérifier les résultats sur des
essais de bioconversions réalisées en erlenmeyers ou en fermenteurs.

11.4.2.2.1 - Détermination des parametres optimaux

L'obtention d'un bon rendement d'extraction est fonction de nombreux parameétres que
nous nous efforcerons de cerner.

1 - Le solvant : L'Ellipticine et ses dérivés étant des composés hydrophobes, il parait logique
de chercher un solvant organique non miscible 3 l'eau de fagon a extraire ces substances a partir d'un
milieu aqueux. Le probléme posé est donc inversé par rapport a celui de la dissolution de I'Ellipticine
dans le milieu de culture. Que ce soit pour l'acronycine, la pentoxyfylline ou tous les composés
formés par notre alcaloide indolique, les auteurs utilisent toujours l'acétate d'éthyle
[27,46,49,94,96,99,100,102,103,105,123,124]. Ce solvant est complété 2 10% en volume par le

n-butanol [47,50,94,105,124]. Nous testerons, en outre, le dichlorométhane et 1'acétone malgré leur
miscibilité a I'eau, ainsi que 1'éther.

2 - Le volume de solvant : Pour des raisons évidentes de rentabilité du procédé, nous avons
¢étudié le rapport des volumes optimaux de solvant par rapport au volume de la phase aqueuse. Les

auteurs préconisent en général une extraction par un volume de solvant égal au volume de milieu en
plusieurs fois.

3 - Le pH : Si la littérature donne un pH de 8,5 [94,105] & ajuster avant l'extraction, elle
n'explique ni pourquoi, ni si d'autres valeurs peuvent étre au moins équivalentes en efficacité. Selon
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les valeurs de pKa de nos substances définies au chapitre I, il parait probable qu'un pH d'extraction
alcalin serait meilleur. Néanmoins, nous avons testé une gamme de pH située entre 2 et 12 sur des
essais témoins et sur des essais de tranformation de 1'Ellipticine.

4 - La durée d'extraction : Cette question n'est jamais précisée dans la bibliographie. Il n'est
mentionné qu'une macération du milieu de culture dans un volume de solvant organique. En
supposant que le transfert a l'interface soit immédiat, nous avons observé, pour un volume donné,
les transferts de masse en fonction du temps sur des essais témoins.

5 - Le nombre d'extraction : L'extraction a été effectuée successivement 5 fois sur un méme
échantillon pour déterminer le nombre d'extractions nécessaire et suffisant lié au rendement maximal
voulu.

11.4.2.2.2 - Schéma d'extraction suivi

La principale difficulté dans un systeme d'extraction tel que celui-ci réside dans le
transfert optimal des substances d'une phase hétérogéne comme notre systéme fongique a une phase
homogene constituée par le solvant organique.

Cette considération nous a incité a pratiquer plusieurs étapes additionnelles au schéma
type d'extraction résumées sur la Figure I1.18.

- Congélation - décongélation : méthode physique qui permet la lyse d'une petite partie de la
culture mycélienne par fragilisation des structures cellulaires.

- Broyage mécanique : plusieurs systémes ont été testés (cf. chapitre 11.4.1.2).

- Homogénéisation par agitation mécanique (Ultraturax®) de fagon a obtenir un meilleur
mélange dynamique des deux phases et augmenter ainsi l'efficacité du transfert.

- Centrifugation pour une séparation optimale de la phase solide (mycélium).

- Décantation pour éliminer les derniers résidus mycéliens ainsi que le milieu de culture.

Ensuite, on récupére la phase organique, mélange d'acétate d'éthyle/n-butanol (9/1 en
volume), que l'on évapore sous vide a une température de 50°C a l'aide d'un évaporateur rotatif

(Buchi®). On effectue deux lavages en méthanol avant de reprendre le résidu dans un volume connu
de méthanol.

On peut alors procéder a I'analyse des dérivés formés apres bioconversion fongique.
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Z/
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ET .18 : SCHEMA DE L'EXTRACTION DE L'ELLIPTICINE ET DE SES DERIVES.
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IL.S - OXYDATION BIOMIMETIQUE DE L'ELLIPTICINE

Nous avons déja vu que I'Ellipticine a pour métabolite majeur I'hydroxy-9 ellipticine
[31]. Aussi avons-nous recherché, en collaboration avec F.Pautet du Laboratoire de Chimie
Organique de I'U.E.R de Pharmacie a Lyon, a réaliser in vitro cet aménagement fonctionnel a l'aide
de systémes oxydants a caractére biomimétique.

II.5.1 - PRINCIPE

De fagon a réaliser cette oxydation biomimétique, notre choix s'est plus particulierement
port€ vers les couples oxydants connus pour leur capacité a réaliser une C-hydroxylation aromatique.
Nous avons déja décrit la structure porphyrinique du cytochrome P-450 capable de procéder a des
réactions d'hydroxylation in vivo (cf. chapitre 1.3). La figure I1.20 rappelle la structure d'une
porphyrine.

R = CgHg
FIGURE I1.19 : LA CHLORO MESQ TETRAPHENYLPORPHYRINE DE FERIIL

Comme, par ailleurs, I'hydroxy-9 ellipticine est trés facilement oxydée en 9-oxo
ellipticine qui est une structure de type quinone-imine (cf. chapitre 1.1), nous avons également
orienté nos essais vers des oxydants utilisés pour effectuer la synthese de telles structures. D'autres
systémes moins spécifiques ont aussi €té employés.
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D'une fagon générale, tous les systémes utilisés sont capables de réaliser tres facilement
l'oxydation de la 9-hydroxy ellipticine en 9-oxo ellipticine. De ce fait, lors des essais effectués sur
I'Ellipticine, nous avons recherché la présence dans le milieu réactionnel de la 9-oxo ellipticine.

I1.5.2 - SYSTEMES EMPLOYES

1/ Systéme iodosylbenzéne - métalloporphyrine
L'iodosylbenzéne (CgHs5IO) est capable, en présence de chloro méso
tétraphénylporphyrine de fer!lI (CITPPFelll) comme catalyseur, de transférer son oxygeéne a un
substrat. La Figure IL.19 présente ce systtme qui est capable d'oxyder la phénothiazine en sa

quinone-imine. Le milieu réactionnel contient également du sulfoxyde de phénothiazine et un dimere
oxydé [134].

2/ lIodylbenzéne - acétylacétonate de vanadyle.
L'acétylacétonate de vanadyle [Vo(acac)y] catalyse le transfert d'un atome d'oxygene de
l'iodylbenzéne (CgHsIO2) a un substrat. Le systéme est capable comme le précédent d'oxyder la

phénothiazine en phénothiazinone-3 (Rendement = 54%) [134].

3/ Systéme peroxyde d'hydrogéne - Felll
Le couple oxydant constitué d'eau oxygénée et de sulfate ferrique [Fez(SO4)3] en
présence de catéchol, est capable d'hydroxyler le chlorobenzeéne [135].

4/ Complexes peroxo du vanadium
Ces complexes sont connus pour réaliser I'hydroxylation du benzéne et de certains
dérivés aromatiques [136,137]. Aussi, le complexe Vo(0O2) (PIC) (H20), utilisant l'acide
picolinique (PIC) comme ligand a-t-il été employé.

5/ Systéme oxone-métalloporphyrine
L'oxone (hydrogénopersulfate de potassium KHSOs) constitue un donneur d'oxygene
capable, en présence d'une métalloporphyrine, de réaliser des oxydations biomimétiques.
En particulier, 1'hydroxylation de certains hydrocarbures saturés et aromatiques a été
obtenue [138]. Par la suite, pour permettre I'utilisation de cet oxydant en milieu organique anhydre,
un dérivé tétra n-butylammonium de I'oxone a €té synthétisé [139]. Ces deux types d'oxone associés

a la chloro méso tétraphénylporphyrine de ferl!! ou de manganesel!l comme catalyseur ont été
utilisés.

6/ Systéme peroxyde d'hydrogéne - Ferll
Le sel ferreux permet la formation de radicaux hydroxylés OH* responsables des
réactions d'hydroxylation [140]. Ce systéme de Fenton (sulfate ferreux - HoO7) de méme qu'une de
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ses variantes (perchlorate ferreux - HoO2 - acétonitrile) (Fenton non aqueux) permet de réaliser
I'hydroxylation de certains cyclanes [141].

7/ Systéme peroxyde d'hydrogéne - méralloporphyrine
L'association d'eau oxygénée et d'une métalloporphyrine avec ou sans co-catalyseur de
type imidazole permet de réaliser des C-hydroxylations [142]. Les chloro méso
tétraphénylporphyrine de fer ou de manganese!l ont été testées.

8/ Oxydation par le sel de Fremy
Le sel de Fremy [Nitrosodisulfonate de Potassium, ON(SO3K)2] est capable de
transférer, par voie radicalaire, son atome d'oxygeéne a un substrat. Il est, en particulier, capable
d'oxyder les phénols en quinones et les amines aromatiques secondaires en quinone-imines [143].
Récemment, cet oxydant a ét€ utilisé pour réaliser la synthése de quinones-imines dans la
série des phénothiazines. La phénothiazine-3 a été obtenue avec un rendement de 84% a partir de la
phénothiazine.Les dérivés chlorés en -2 et -8 conduisent aux quinone-imines correspondantes avec
des rendements respectifs de 27% et 50% [144]. Aussi, il nous a paru intéressant d'envisager
I'emploi de cet oxydant dans le cas de I'Ellipticine.
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Il - DOSAGE DE L'ELLIPTICINE ET DE SES DERIVES

Afin de déterminer qualitativement et quantitativement les résultats obtenus au cours de
notre procédé de transformation, nous avons dii faire appel a différentes méthodes de dosage. Nous
allons donc d'abord définir les méthodes chromatographiques que nous avons employées. Ensuite,
nous aborderons les problémes rencontrés lors de dosages d'essais de bioconversion réalis€s en
erlenmeyers ou en fermenteur. En effet, les dérivés formés subissent des modifications chimiques,
notamment des oxydations mais il peut y avoir d'autres types de réactions qui les dégradent. Aussi
nous sommes-nous attachés a la quantification des composés formés par une technique
colorimétrique, puis a la résolution du probléme par stabilisation de la 9-OH ellipticine. Nous
tenterons, en conclusion, une comparaison des méthodes utilisées selon les résultats obtenus.

IIL.1 - METHODES CHROMATOGRAPHIQUES
III.1.1 - RAPPELS ET COMPARAISON

La chromatographie est, en général, une méthode d'analyse immédiate qui permet de
séparer les constituants d'un mélange en utilisant la migration différentielle des composants sous
l'influence du déplacement d'un fluide (phase mobile) sur un milieu poreux doué de propriétés
d'adsorption, de partage, d'affinité, de filtration ou d'échange (phase stationnaire).

Ainsi, sous l'influence des deux effets antagonistes, effet d'entrainement exercé par la
phase mobile et effet de rétention exercé par la phase stationnaire, les constituants du mélange se
déplacent a des vitesses différentes et sont ainsi séparés.

On peut classer les méthodes chromatographiques de trois manieres différentes, selon la
nature des phases, selon la nature des phénomeénes mis en jeu dans la séparation et selon la
technologie de la mise en ceuvre de la méthode. La Figure III.1 donne un apercu de la classification
des méthodes chromatographiques :

- chromatographie en phase gazeuse;

- chromatographie en phase liquide sur colonne;

- chromatographie de surface en phase liquide.

Au cours de notre travail, nous avons utilisé les deux méthodes citées dans la
bibliographie relatives a la 9-OH ellipticine : la chromatographie sur couche mince (C.C.M)
[27,46,50,94,100,105] et la chromatographie liquide haute performance (C.L.H.P)
[37,46,47,49,124,145-148].
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Nous nous sommes interrogés sur le choix de la chromatographie liquide haute
performance. Quels sont ses avantages par rapport a une autre technique tres utilisée, la
chromatographie en phase gazeuse ? Doit-on utiliser la chromatographie sur couche mince comme
méthode complémentaire de la C.L.H.P ?

Comparaison avec la chromatographie en phase gazeuse :

La chromatographie en phase gazeuse a remporté de nombreux succes dans la séparation
de mélange. Cependant, 20% seulement des substances chimiques sont justiciables de cette
technique sans modification chimique préalable de I'échantillon. De ce fait, les limitations de la
chromatographie en phase gazeuse recelent trois cas :

- les substances peu volatiles, souvent de masse molaire supérieure a 300 g,
- les substances sensibles a une €lévation de température, méme modérée, ce qui est le cas de
nombreux composés d'intérét biologique,
- les substances ionisées, car elles sont en général trés peu volatiles.
La chromatographie en phase liquide n'est limitée ni par la volatilité de 1'échantillon ni
par sa stabilité thermique. De plus, la chromatographie en phase liquide est plus efficace que la
chromatographie en phase gazeuse dans le cas de séparations difficiles pour trois raisons:

- en plus des interactions du soluté avec la phase stationnaire, comme c'est le cas dans la
chromatographie en phase gazeuse, en chromatographie en phase liquide celui-ci présente des
interactions avec la phase mobile d'oli des possibilités plus grandes rendant cependant la méthode
plus complexe:

SOLUTE
Y/ A\

PHASE MOBILE = PHASE STATIONNAIRE

- les phases stationnaires sont plus variées en chromatographie en phase liquide qu'en
chromatographie en phase gazeuse,

- la température est moins élevée en C.L.H.P qu'en chromatographie en phase gazeuse. Or les
interactions moléculaires augmentent d'intensité lorsque la température diminue d'ou l'intérét
d'opérer a basse température; généralement la chromatographie en phase liquide se pratique a
température ambiante. Néanmoins, 1'appareillage est plus complexe.

Comparaison avec la chromatographie sur couche mince :
La chromatographie en phase liquide bien que d'un coiit beaucoup plus élevé que la
chromatographie sur couche mince, présente par rapport a cette derniére de nombreux avantages :
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- analyse quantitative facile

- reproductibilité améliorée

- automatisation possible

- séparations plus rapides

- transposition possible des séparations analytiques aux séparations préparatives

- les colonnes de chromatographie liquide sont réutilisables alors que les plaques de papier en
chromatographie sur couche mince sont a usage unique.

Néanmoins, la chromatographie sur couche mince présente depuis quelques années un
regain d'intérét depuis I'amélioration du diametre des particules de silice. Celles-ci sont actuellement
tres fines (5 a 10 pm) et permettent 'obtention de bonnes séparations.

C'est surtout une technique peu coiiteuse, complémentaire de la C.L.H.P. En effet, des
chromatogrammes qui apparaissent excellents et résolus a I'examen visuel ne le sont pas en réalité et
inversement. Ainsi, une étude en C.C.M complétée par une C.L.H.P conforte souvent des résultats.

11.1.2 - LA CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE ‘
I.1.2.1 - Matériel et méthode

Nos analyses en chromatographie sur couche mince ont été faites sur feuilles
d'aluminium recouvertes de Silica-gel 60F,54 de marque Merck® (ref : 5554), de 11 pum de

granulométrie. Le solvant d'élution était composé d'un mélange benzeéne - chloroforme - éthanol
absolu (3/2/1). Ce mélange permet des séparations correctes de nos composés. Les échantillons

témoins ont ét€ fournis par la société Sanofi (Ellipticine, ref:RD/6973 et hydroxy-9 ellipticine,
ref:RDS/7092).

Le Rf ou "Rate factor" caractérisant la migration d'un soluté est défini par le rapport :

Rf = distance parcourue par le soluté
~ distance parcourue par le solvant

Le dépdt de matiere influence directement la qualité de la séparation et la précision des
mesures effectuées ultérieurement. Aussi, ce dépot doit-il étre aussi faible que possible en surface et
en quantité. Malheureusement, il n'était pas toujours possible lors de nos analyses de respecter ces
consignes. Nos échantillons ont été déposés plusieurs fois a l'aide d'un capillaire. Les
concentrations des solutions étaient de l'ordre de 10 2 50 pg.mi-1.

Apres migration de nos échantillons dans une cuve contenant 1'éluant et séchage de la
plaque, nous procédons a l'observation des spots apparus sous lampe a rayons Ultra-violets a 254
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ou 360 nm. La révélation des spots se fait par imprégnation de vapeurs d'iode en cuve fermée
pendant quelques dizaines de secondes [46].

II1.1.2.2 - Résultats

Les analyses effectuées en chromatographie sur couche mince montrent pour 'Ellipticine
un spot unique trés net, de couleur jaune, intense, dont le Rf est €gal a 0,45. En revanche, des
phénomenes intéressants affectent la 9-OH ellipticine. Nous constatons, en effet, 1'apparition de trois
spots sur la plaque de silice lorsque 1'on fait un dépot de 9-OH ellipticine en solution dans du
méthanol. Les résultats montrent que le premier spot de surface, intense, a une couleur jaune-
orangée (Rf = 0,21) tandis que le deuxiéme spot de trés faible surface, jaune (révélé en rose par
l'iode) a un Rf de 0,50. Le troisiéme spot, de faible surface, est de couleur rouge-carmin (Rf =
0,65).

Des essais effectués dans d'autres solvants que le méthanol pour cette méme 9-OH
ellipticine ont donné les résultats précisés dans le tableau III.1.

SOLVANT NOMBRE DE SPOTS APPARUS

Acétate d'éthyle
Acétonitrile
Chloroforme
Diméthylformamide
Diméthylsulfoxyde
Méthanol

W N W NN

TABLEAU IIL.1 : NOMBRE DE SPOTS OBTENUS LORS DE L'ANALYSE DE LA
9-HYDROXY ELLIPTICINE SELON SON SOLVANT DE DILUTION.

De fagon a nous assurer de la pureté de ce produit, nous avons procédé a une €étude par
résonance magnétique nucléaire de cette 9-OH ellipticine sur un appareil dispersif Bruker®, le
composé étant en suspension dans du DMSO deutérié.

Le spectre RMN (300 MHz) donne les résultats suivants (déplacements chimiques
exprimés en ppm) : 8 = 2,80 (s,3H,CH3-11); 3,20 (s,3H,CH3-5); 7,02 (d,1H,JH7-HS§ = 8,5
Hz,H-8); 7,40 (d,1H,JH7-H8 = 8,5Hz,H-7); 7,80 (d,1H,JH10-H8 = 2Hz,H-10); 7,92
(d,1H,JH3-H4 = 5Hz,H-4); 8,44 (d,1H,JH3-H4 = 5Hz,H-3); 9,12 (s,1H,NH); 9,68 (s,1H,H-1);
11,08 (s,1H,OH).
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Ce spectre est en accord avec les données décrites par Dat-Xuong et al.[3].

On constate donc en C.C.M que notre composé 9-hydroxylé est tres facilement dégradé
quel que soit le solvant. D'apres la bibliographie déja indiquée, il est relativement logique de penser a
la formation d'une quinone-imine. En effet, les solvants commercialisé€s ne sont jamais trés purs et
contiennent de plus une quantité non négligeable d'oxygeéne dissous. Ces éléments tendent a
accréditer I'hypothése d'une oxydation de la 9-OH ellipticine dans ces solvants. I faut néanmoins
rester prudent et tenter d'étudier plus avant ces phénomeénes d'oxydation in vitro.

L'analyse de I'Ellipticinium et du 9-OH ellipticinium ne montre aucune migration de ces
composés sur la plaque chromatographique.

Nous avons poursuivi l'analyse qualitative sur nos essais de bioconversion par cette
méthode. Sur des essais effectués soit en erlenmeyers, soit en fermenteur, on constate 1'apparition de
nombreux spots sur la plaque chromatographique :

- un premier spot apparait, de couleur rose orangée, de trés faible intensité, nettement
visible par observation sous Ultra-violets dont le Rf est de 0,21, identique a celui de la 9-OH
ellipticine;

- puis, on observe un spot de couleur rose (Rf = 0,30);

- un spot de couleur jaune (Rf = 0,45) attribuable a 'Ellipticine;

- d'autres spots apparaissent de Rf 0,55 (rose-violet), 0,60 (brun), 0,65 (rouge), 0,73

(jaune). Au dessus d'un Rf de 0,73, quelques spots mal définis et migrant pratiquement avec le front
de solvant sont visibles.

Cette observation suscite plusieurs questions : peut-on attribuer chaque tache a un produit
issu d'une bioconversion ou bien peut-on considérer, comme nous l'avons déja vu, que la 9-OH
ellipticine se dégrade en plusieurs sous-produits dont la plupart, ou tous, apparaitraient sur cette
plague ? Certains spots peuvent-ils correspondre a des composés issus de notre systéme fongique
aprés extraction et n'ayant aucun lien avec la 9-OH ellipticine ou avec un produit issu d'une
bioconversion ?

On remarque néanmoins la présence d'Ellipticine résiduelle, ainsi qu'une faible quantité
de 9-OH ellipticine. Cette faible concentration rend beaucoup plus difficile sa détection.

Ces résultats confirment les limites de ce systéme analytique méme si I'utilisation de
plaques chromatographiques a haute résolution a nettement amélioré les analyses. Nous allons donc

compléter ces résultats par une deuxieme méthode analytique : la chromatographie liquide haute
performance.
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I1I.1.3 - LA CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PERFORMANCE

La chromatographie en phase liquide a fait 'objet de nombreuses publications concernant
I'analyse de 1'Ellipticine et de ses dérivés dont nous ne citerons que les plus importantes
[47,145,146,148]. Différentes conditions opératoires ont été mises au point. Néanmoins, il existe
une certaine uniformité des matériels et conditions utilisés : colonne, longueur d'onde de détection en
Ultra-violets (254 ou 313 nm), composition de la phase mobile et débit de cette phase.

III.1.3.1 - Matériel et méthode

Le systéme analytique chromatographique utilisé est une chaine Waters® comprenant
deux pompes modele 501, un mélangeur, une vanne d'injection de type U6K, un détecteur Ultra-
violets a longueur d'onde variable de type A max modele 481 et un intégrateur de type 745 Pak
module. La colonne choisie pour nos essais est une colonne en silice greffée en phase inverse
provenant également de chez Waters® de type pBondapak C18 (30 cm x 3,9 mm) de 10 pm de
granulométrie (ref: P/N 27324). Le choix de cette colonne est fondé, d'une part sur les multiples
essais effectués sur différentes colonnes, et d'autre part sur le fait que la bibliographie ne mentionne
que ce type de colonne pour les analyses. La comparaison des résultats n'en sera que plus aisée.

Nos conditions opératoires sont les suivantes, déterminées expérimentalement et
coincidant souvent avec celles décrites dans la littérature mais comportant cependant quelques
différences [145-148]:

- Phase mobile : méthanol - eau (75/25 v/v) contenant 5.10-2 M.I-! d'acétate d'ammonium et
ajustée a pH = 6 par une solution a 5% d'acide acétique. La présence des sels permet de stabiliser la
molécule sur la phase stationnaire de la colonne. Nous reviendrons ultérieurement sur ce point.

- Débit de la phase mobile : 1,8 mlL.min-1.

- Longueur d'onde de détection : 293 nm. Apres passage au spectrophotometre, nous avons
trouvé cette longueur d'onde qui correspond au maximum d'absorption de 1'Ellipticine et de son
dérivé 9-hydroxylé. Dans les publications, on remarque souvent une longueur d'onde de 313 nm,
parfois de 254 nm. Nous nous situons donc entre les deux et nous avons procédé, en plus, a une
détection simultanée 2 308 nm, longueur d'onde utilisée en purification industrielle.

- Quantité d'échantillon introduite : 10 pl. L'échantillon injecté provient d'une extraction
préalable et est solubilisé dans du méthanol comme les solutions témoins. Nous n'avons pas utilisé
de pré-colonne ou de filtre pour la "préparation” de 1'échantillon, bien que cela soit recommandé
pour €viter une dégradation trop rapide de la colonne. Apres quelques mesures, nous avons constaté
des pertes de concentration des substances introduites allant jusqu'a 25% lorsque 1'on utilisait un
filtre ou une pré-colonne. Il est simplement nécessaire de veiller A un nettoyage régulier du filtre de
téte de colonne.
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- Chromatogrammes obtenus : L'intégrateur, connecté sur la sortie 1V du détecteur, est calibré
pour obtenir un signal en mV pleine échelle, correspondant au millieme d'absorbance. En régle
générale, nous nous sommes situés entre 0,008 et 0,12 unités d'absorbance.

Les produits standards utilisés sont les mémes que ceux utilisés pour la C.C.M et fournis
par la société Sanofi. Les masses molaires, en grammes, de ces composés sont respectivement de
246 et 262 pour 1'Ellipticine et la 9-OH ellipticine.

De la méme fagon qu'en C.C.M, on a déterminé un Rf caractéristique d'un soluté, on
définit en C.L.H.P un temps de rétention tg correspondant au temps d'élution au maximum du pic.

Nous avons injecté des concentrations connues des produits témoins puis avons
déterminé les surfaces des pics correspondants exprimées en unités arbitraires. Pour nos calculs
nous prendrons par convention x.103 unités arbitraires. La relation qui s'établit entre les quantités
injectées et les aires des pics permet d'obtenir une droite étalon a partir de laquelle on pourra
déterminer expérimentalement des concentrations inconnues de substrat.

II1.1.3.2 - Résultats et discussion

Comme en C.C.M, nous avons procédé a une analyse d'échantillons témoins avant de
procéder a l'analyse qualitative et quantitative sur des essais de bioconversion réalisés au laboratoire.

a) Gamme d'étalonnage sur les produits témoins
La gamme étalon a ét€ établie avec les échantillons solubilisés en méthanol. La Figure
III.2 présente un chromatogramme obtenu lors de l'injection des produits témoins sur la colonne.

FIGURE I11.2 : CHROMATOGRAMME TEMOIN DE NOS PRODUITS (293 nm).
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La présence de sels dans la phase mobile permet la stabilisation de nos composés. Apres
avoir effectué une petite étude sur la composition de la phase mobile, nous avons observé que
l'absence de sels dans une phase mobile contenant du méthanol provoque 1'apparition de deux pics
pour la 9-OH ellipticine témoin. Si I'on récupere séparément les fractions éluées correspondant aux
pics et que l'on réinjecte une aliquote de ces fractions, on obtient encore deux pics par fraction. Les
temps de rétention sont strictement identiques a ceux initialement obtenus. On peut se demander si
les conditions opératoires ainsi que la nature de la phase stationnaire ne sont pas a l'origine d'un tel
phénomene : toutes les colonnes chromatographiques sont de nature oxydante (présence de chlorures
dans la silice greffée) et peuvent contribuer a la dégradation d'un composé tel que la 9-OH ellipticine,
facilement oxydable. Un spectre électronique du deuxiéme pic apparu pour chaque injection montre,
outre l'absorption & 293 nm, une absorption a 493 nm dans le domaine du rouge. Ceci confirme la
formation d'un produit d'oxydation de la 9-OH ellipticine au sein de cette colonne et dans nos
conditions opératoires ainsi que l'utilit€ de mettre des sels dans la phase mobile.

On note aussi que les tg sont relativement variables au cours du temps sans cependant
affecter les aires des pics obtenus. Cela peut &tre imputable au vieillissement de la colonne qui
devient moins €lutive et a des phénomenes d'équilibre de la colonne avec une phase mobile
comportant des sels. Les perturbations résultantes seraient le fait de désorption ou d'adsorption
d'une partie ou de la totalité des composés de la phase mobile qui étaient auparavant adsorbés sur la
phase stationnaire [149]. L'injection de témoins quotidiens est donc nécessaire.

La Figure III.3 présente la droite d'étalonnage obtenue pour I'Ellipticine et la 9-OH
ellipticine a 293 nm. La proportionnalité concentration des produits - aire des pics est parfaitement
respectée jusqu'a 20.10-0 mol.I-! et trés acceptable pour les valeurs supérieures.

Puisque la littérature mentionnait des longueurs d'onde différentes de celle que nous
avons choisie, nous avons comparé 1'absorbance de nos produits témoins a différentes longueurs
d'onde. Les Figures III.4A et 4B présentent les droites étalon obtenues a A = 254, 293, 308 et
493nm.

On constate que 1'Ellipticine présente une absorption linéaire en fonction de la
concentration pour des longueurs d'onde de 254 et surtout 293 nm. La 9-OH ellipticine montre une
linéarité intéressante et une meilleure sensibilité & A = 293 nm. On remarque donc que la longueur

d'onde choisie permet une détection optimale des deux composés pour une gamme de concentration
inférieure a 30.10-6 mol.I-1.

La gamme d'étalonnage de la 9-OH ellipticine, effectuée a A =493 nm, montre une

absorbance et confirme 1'apparition de produits, probablement oxydés, dans la solution alcoolique.
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Afin de vérifier que 'Ellipticinium et la 9-hydroxy ellipticinium n'interféraient pas avec
nos analyses, nous avons effectué une injection témoin dont les résultats montrent deux pics de tr
2,5 et 3,7. Ces substances n'interférent pas avec nos mesures et on ne devrait pas retrouver ces pics
lors de nos analyses puisque nous ne mettons pas d'Ellipticinium dans nos solutions.

Il faudrait vérifier cependant que lors de nos essais d'extraction nous ne formons pas de
dérivés quaternisés.Nous reviendrons sur ce point lors de 1'étude de l'extraction.

b) R 1

FIGURE TIT.5A : CHROMATOGRAMME TEMOIN DU MILIEU DE CULTURE
EXTRAIT (293 nm).

La figure III.5SA montre que le témoin d'extraction du milieu seul sans substance
présente un léger bruit de fond. Cependant il s'agit de traces résiduelles émanant de la colonne car ce
bruit de fond s'atténue avec les essais successifs. Néanmoins, pour plus de rigueur on ne
considérera, lors de nos analyses, que les pics dont la surface sera supérieure 2 0,1.105 unités

arbitraires de surface.La figure IIL.5B présente un chromatogramme réalisé aprés un essai de
bioconversion.

FIGURE ITL.5SB : CHROMATOGRAMME D'UN ESSAI DE BIOCONVERSION (293 nm).
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On constate 1'apparition d'une multitude de pics. Nous ne savons donc pas a quels
produits, issus ou non d'une bioconversion, nous avons affaire. Aussi nous sommes-nous attachés
a identifier les produits formés.

III.2 - LES DERIVES DE LA 9-HYDROXY ELLIPTICINE

Nous avons déja parlé du probléme de dégradation de la 9-hydroxy ellipticine au sein de
I'organisme humain en plusieurs dérivés probablement toxiques (cf. chapitre I). Les premiers
résultats tirés des analyses effectuées en chromatographie sur couche mince et en chromatographie en
phase liquide nous ont incités a étudier d'une fagon plus détaillée ce phénomene in vitro.

II1.2.1 - DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

Nous ne rappellerons pas ce qui a déja été décrit, mais nous nous attarderons sur ce qui a
¢té publié récemment sur ce phénomene d'oxydation de la 9-hydroxy ellipticine in vitro.

Depuis quelques années, des travaux de recherche ont montré que 1'oxydation quasi-
spontanée du dérivé 9-hydroxylé dans certains milieux aqueux et organiques in vitro, provoquait la
formation facile et rapide de 9-oxo ellipticine. En effet, Meunier et al [37] ont rapporté récemment la
formation du produit 9-oxydé, stable, par action de la Horse Radish Peroxidase (HRP) en présence
de peroxyde d'’hydrogéne et en milieu aqueux sur le composé 9-hydroxylé. Auclair et al [36]
propose une dimérisation par action de la 9-OH ellipticine sur la 9-oxo ellipticine produite par
oxydation du dérivé 9-hydroxylé a l'aide d'un anion superoxyde. Le site C10 du systéme
hétérocyclique de la quinone-imine est trés réactif puisqu'il réagit avec des nucléophiles variés aussi
bien en milieu aqueux [38] qu'en milieu organique [73]. Derniérement, un mécanisme d'oxydation et
de dimérisation a été proposé [40,41].

On constate donc que 1'hydroxy-9 ellipticine est un produit facilement oxydable et
instable lorsqu'elle est mise en solution dans un solvant organique.

I11.2.2 - OBTENTION DE DERIVES DE LA 9-HYDROXY ELLIPTICINE

Afin d'étudier correctement les réactions de dégradation, il nous fallait disposer des
produits dont il est, a priori, logique de penser qu'ils doivent étre formés par ces réactions. Ainsi, en
collaboration avec Mr Pautet du laboratoire de Chimie Organique de 1'U.E.R de Pharmacie de
L'Université Lyon I, nous avons pu obtenir quelques dérivés.
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Les spectres Infra-rouge ont ét€ obtenus sur un appareil dispersif Perkin-Elmer® 683.
Les spectres de résonance magnétique nucléaire ont été effectués sur un appareil Bruker®
300 MHz utilisant le TMS comme standard interne.

II1.2.2.1 - La 9-oxo ellipticing

A une solution de 20 mg de 9-OH ellipticine (76.10-3 mmole) dans 50 ml de chloroforme
placée sous agitation magnétique, sont ajoutés 32 mg de dioxyde de manganése (38.10-2 mmole).
Tres rapidement, le milieu réactionnel prend une coloration rouge. L'évolution de la réaction est
suivie par chromatographie sur couche mince de silice avec 1'éluant précédemment défini (cf. §
II1.1.2).

On obtient une tache jaune révélée en rose par l'iode dont le Rf est de 0,21 et
correspondant a la 9-hydroxy ellipticine et une tache rouge de Rf = 0,65 correspondant a la quinone-
imine ou 9-oxo ellipticine.

Apres 30 minutes de réaction, il ne reste plus de 9-hydroxy ellipticine dans le milieu
réactionnel et seule subsiste la tache rouge (Rf = 0,65). La séparation de la 9-oxo ellipticine du
milieu réactionnel est réalisée par chromatographie sur silice (Silice-Amicon Si 60). Le milieu
réactionnel est évaporé a sec et repris par 2 ml du méme mélange éluant. La colonne de silice a une
longueur de 10 cm pour un diameétre de lcm. La fraction colorée en rouge est recueillie. Apres
évaporation du solvant, on récupére 18 mg de produit rouge. Apres séchage au dessicateur sous
vide, les données spectrales confirment la structure de type 9-oxo ellipticine.

Le rendement est de 90%.

Le spectre Infra-rouge (KBr) donne pour C=N et C=C, 1600 cm-! tandis que pour C=0,
on obtient 1635 cm-L.

Le spectre RMN (300 MHz) (CDCl3) donne les résultats suivant (déplacements
chimiques exprimés en ppm) : & = 2,75 (s,3H,CH3-5); 2,79 (s,3H,CH3-11); 6,46 (d,1H,Jyy7.18 =
9Hz,Jug-H10 = 1Hz,H-8); 6,80 (s,1H,H-10); 7,41 (d,1H,Jg7.58 = 10Hz,H-7); 7,73 (d,1H,Jy3.84
= 6Hz,H-4); 8,62 (d,1H,Jg3.54 = 6Hz,H-3) et 9,37 (s,1H,H-1).

Les déplacements sont en accord avec ceux décrits dans la littérature [150].

Il est également possible d'obtenir ce dérivé par I'action d'autres oxydants.

I1.2.2.2 - Autres produits

Nous avons pu obtenir des dérivés quinone-imine mono ou di-méthoxylés en position
10. Ces produits ont été réalisés dans un but de comparaison qualitative,

La méthode utilisée par Kansal et al. [73] qui consiste 2 oxyder la 9-OH ellipticine par
l'oxygene en présence de chlorure cuivreux et de pyridine n'ayant pas donné de résultats, nous
avons traité directement la 9-oxo ellipticine par le méthylate de sodium en solution dans le méthanol.
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20 mg de sodium sont introduits dans 5 ml de méthanol pur. A une solution préparée a
partir de 15 mg de 9-oxo ellipticine et de 5 ml de dichlorométhane, on ajoute goutte a goutte la
solution de méthylate de sodium. L'évolution du milieu réactionnel est suivie par C.C.M dans
I'éluant habituel. L'addition est arrétée lorsque la 9-oxo ellipticine est totalement transformée. Apres
concentration, le milieu est analysé par chromatographie préparative sur couche mince (plaque de
silice Sg0, 20 x 20 cm, épaisseur 0,5 mm, Merck®) avec le méme éluant.

Quatre bandes sont visibles :

- F1 : intense, de couleur jaune, Rf = 0,21

- F2 : faible, de couleur rose pile, Rf = 0,30

- F3 : intense, de couleur orange, Rf = 0,46

- F4 : faible, de couleur violette, Rf = 0,68

Apres récupération, la silice est extraite pour F1 et F2 par 1'acétone et pour F3 et F4 par
le chloroforme. Nous avons ensuite procédé a la caractérisation spectrale des produits :

- F1 = 9-OH ellipticine,

- F2 = 9-OH, 10-OCH3 ellipticine,

- F3 = 9=0,10,10-di-OCH3 ellipticine,

- F4 = 9=0,10-OCH3 ellipticine.

Les spectres RMN (300 MHz) de ces composés sont les suivants (les déplacements

chimiques sont exprimés en ppm).
- 9-OH,10-OCH3 _ellipticine (en solution dans du CD3COCD3): & = 2,75 (s,3H,CH3-11);

3,56 (s,3H,CH3-5); 3,93 (s,3H,0OCH3); 7,17 (d,1H,Jg7-H8 = 10Hz,H-8)*; 7,22 (d,1H,JH7-HS
= 10Hz,H-7)*; 7,90 (d,1H,JH3-H4 = 6Hz,H-4); 8,44 (d,1H,JH3-H4 = 6Hz,H-3); 9,70 (s,1H,
H-1); 10,2 (s,1H,NH); 11 (s,1H,OH). _

Remarque : les mesures notées * constituent un systtme AB (deux raies centrales
intenses accompagnées de deux raies faibles).

- 9=0,10.10-di-OCH3 quinone imine (en solution dans du CDCI3): & = 2,74 (s,3H,CH3-11);
3,28 (s,3H,0CH3-10,0CH3-10,CH3-5)**; 3,30 (s,6H,O0CH3-10,0CH3-10,CH3-5)*%*; 6,24
(d,1H,Jg7-H8 = 10Hz,H-8); 7,48 (d,1H,JH7-H8 = 10Hz,H-7); 7,75 (d,1H,JH3-H4 = 6,3Hz,
H-4); 8,37 (d,1H,Jg3-H4 = 6,3Hz,H-3); 9,06 (s,1H,NH); 9,68 (s,1H,H-1).

Remarque : on observe une trace de dérivé mono-méthoxy en position 10. Il y a présence
d'un faible signal a & = 4,21 ppm. Les mesures notées ** présentent l'attribution d'un signal difficile
a établir. Les déplacements des deux OCH3 en C1( sont en accord avec la littérature : & = 3,36 et
3,23 ppm (CDCI13) [73].
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- 9=0,10-OCH3 quinone imine (en solution dans du DMSO): d =2,65 (s,3H,CH3-11);
2,95 (s,3H,CH3-5); 4,15 (s,3H,0CH3); 6,57 (d,1H,Jg7-H8 = 10Hz,H-8); 7,54 (d,1H,JH7-H8 =
10Hz,H-7); 7,93 (d,1H,JH3-H4 = 4Hz,H-4); 8,63 (d,1H,Jg3-H4 = 4Hz,H-3); 9,45 (s,1H,H-1).

Le déplacement de OCH3 est en accord avec la littérature : 8= 4,21 ppm (CDCI3) [73].

De plus, nous avons procédé a une caractérisation chimique des produits obtenus.

F1 : produit chromatographiquement pur révélé en rose par l'iode. Lorque ce produit est
trait€ par MnQ2, il donne une tache rouge de Rf = 0,65 identique a celle d'un échantillon de 9-oxo
ellipticine.

F2 : produit chromatographiquement pur révélé en rose par l'iode.Lorsqu'il est trait€ par
MnQ2, il donne une tache violette de Rf = 0,68 identique a celle de F4.

Le traitement de F1 et F2 fait en parallele montre bien la différence entre les deux
quinone-imines.

F3 : produit chromatographiquement impur qui comporte toujours un peu de F4. Ce
produit donne F4 par hydrolyse.

F4 : produit chromatographiquement pur.

II1.2.3 - ETUDE DE LA REACTION DE DEGRADATION DE LA 9-HYDROXY ELLIPTICINE

Nous avons vu dans le paragraphe III.1.2 que le dérivé 9-hydroxylé de I'Ellipticine est
instable en milieu organique polaire. Afin d'étudier ces réactions de dégradation, nous avons soumis

la 9-OH ellipticine 2 un milieu oxydant de fagon A suivre l'évolution de ces réactions par
colorimétrie.

I1.2.3.1 - Essai de quantification par colorimétrie

Nous avons constaté que l'addition d'un oxydant tel que I'hypochlorite de sodium
dans une solution alcoolique de 9-hydroxy ellipticine provoque l'apparition d'une couleur rouge-
brique spécifique. Cette teinte est assez stable pour étre analysée en spectrophotométrie. La
quantification de cette réaction est de ce fait réalisable par colorimétrie.

111.2.3.2.1 - Matériel et méthode

Les solutions d'hypochlorite de sodium sont préparées par dilution de liqueur
commerciale et dosées par iodométrie. Les solutions de permanganate de potassium et de fer ferreux
sont préparées a partir de produits commerciaux. Le colorimétre est un spectrophotomeétre
KONTRON 