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Résumé : Ayant des structures uniques et trés
diversifiées, les métabolites microbiens jouent un
réle important dans la recherche de nouvelles
molécules par exemple antibiotiques. L’'objectif de
notre projet est d’isoler, pour la premiere fois, des
métabolites spécialisés a partir d’actinomycétes et
de champignons d’échantillons de mattes de
« Kopara », un environnement peu exploré et trouve
en Polynésie frangaise. Jusqu'a présent, seuls des
pigments et des exopolyméres ont été découverts a
partir des cyanobactéries et des bactéries provenant
de cette source.

En raison du nombre important de micro-
organismes isolés de nos prélévements, et pour
éviter la redécouverte de molécules connues,
l'identification rapide (ou « déréplication ») de
ceux-ci et |a priorisation des souches intéressantes
sont nécessaires. Pour cela, une stratégie fondée
sur l'utilisation des réseaux moléculaires multi-
informatifs a été employée.

Cette stratégie nous a permis de prioriser et
d’étudier quatre souches, conduisant a l'isolement
de dix nouvelles structures et au développement
d’'une nouvelle technique de culture : la technique
SPEED.

Title : Targeted chemical space exploration of Polynesian Kopara mats microorganisms

Keywords : Kopara mats, Molecular Networking, Microorganisms, Prioritization.

Abstract Natural products produced by
microorganisms represent an abundant source for
discovering new antibiotic molecules with a high level
of structural diversity. The microorganisms isolated
from exotic and unexplored sources, called "Kopora"
were studied in this project. To date, only pigments
and exopolymers were isolated from “Kopora”-
dwelling cyanobacteria and bacteria. Our project
purpose is the isolation, for the first time, of filament-
forming microorganisms, such as actinomycetes and
fungi, from Kopara samples and the investigation of
their specialized metabolites.

Facing the considerable amount of actinomycetes
and fungi isolated from this under-investigated
resource and to avoid the rediscovery of known
compounds, a significant issue in natural product
chemistry, the rapid identification of known
compounds (dereplication) and prioritization of
interesting strains required intense efforts. To meet
this challenge, a multi-informational molecular
networking dereplication strategy has been carried
out.

The chemical space exploration of four prioritized
strains by this strategy led to the isolation of ten
new compounds together with a new innovative
procedure for microbial cultivation: the SPEED
technology.
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INTRODUCTION GENERALE :

Les substances naturelles constituent une source inestimable de structures
privilégiées pour interagir avec les cibles biologiques'. Les produits naturels offrent
des structures uniques et trés diversifiées par comparaison avec des molécules
synthétiques conventionnelles. De 1981 a 2019, environ 64.9 % des médicaments
commercialisés sont d’origine naturelle ou inspirés des produits naturels?.

Les produits d’origine microbienne jouent un réle important dans la recherche
de nouvelles molécules portant des activités biologiques. De plus, il est possible
d’accéder et de manipuler le génome des micro-organismes, ce qui a permis une
meilleure compréhension de la machinerie biosynthétique et la régulation des
composés bioactifs?.

L'histoire des antibiotiques d’origine microbienne a principalement retenu la
découverte de la pénicilline a partir de Penicillium notatum par Alexander Fleming en
1928. Sa commercialisation plus d’'une décennie plus tard a révolutionné la recherche
et la découverte de molécules thérapeutiques. Le grand succeés de la pénicilline a
amené a un effort mondial les entreprises pharmaceutiques et les groupes de
recherche a assembler des collections des micro-organismes afin de découvrir de
nouveaux antibiotiques et de compléter I'arsenal thérapeutique a la disposition des
médecins et du grand public?.

Au début des années 1940, plusieurs criblages de la capacité de production des
molécules bioactives de plusieurs bactéries ont été réalisés, conduisant a
I'identification de plus de 2000 antibiotiques de différentes classes®. Selon I'article de
revue de « Subramani et Sipkema » en 2019, 60 % des antibiotiques connus ont été
produits par les streptomycetes entre 1950 et 1970. Parmi les 500 000 composés
naturels décrits, il existe 70 000 composés d’origine microbienne (bactéries et
champignons), dont 29 % dérivés des actinomycetes. Par conséquent, ces micro-
organismes sont considérés comme une source importante de composés bioactifs.
Cependant, seulement 1 % des actinomycétes sont identifiés et étudiés®.

L’effort de recherche des molécules thérapeutiques a partir des micro-
organismes a été recompensé par la découverte, entre autres, de la streptomycine, du

' Saldivar-Gonzalez, et al., Chemical science, 2022, 13, 1526-1546.

2 Newman and Cragg, Journal of Natural Products, 2020, 83, 770-803.

3 Maithani, et al., Microbiological research, 2022, 261, 127053.

4 Swann, The British Journal for the History of Science, 2009, 25, 376-377.
5 Gverzdys and Nodwell, Journal of Bacteriology, 2016, 198, 1965-1973.

6 Subramani and Sipkema, Marine Drugs, 2019, 17, 249.



chloramphénicol, de la céphalosporine C, de I'érythromycine A ou encore de la
vancomycine (Figure 1). Tous ces composés, ou leurs dérivés, sont encore utilisés
comme médicaments jusqu’a nos jours’.
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Figure 1 : Exemples des molécules thérapeutiques isolées a partir des micro-organismes

Malgré la découverte de plusieurs antibiotiques possédant différents
mecanismes d’action, les bactéries ont développé des mécanismes d’adaptation leur
permettant de résister a I'action de ces molécules. L’abréviation « ESKAPE » a été
proposée par Louis Rice pour décrire un groupe de six bactéries pathogénes
nosocomiales résistantes telles qu’Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanni, Pseudomonas aeruginosa, et les
espéces du genre Enterobacter®.

Les génes de résistance aux antibiotiques sont présents dans I'environnement

7 Butler, J. Nat Prod, 2004, 67, 2141-53.
8 Rice, The Journal of infectious diseases, 2008, 197, 1079-81.



et s’insérent dans le génome des agents pathogénes par transfert de géne horizontal®.

Les membranes cellulaires bactériennes représentent une des causes de
I'antibiorésistance car elles empéchent les antibiotiques de pénétrer dans la cellule
bactérienne. Le phénomeéne d’antibiorésitance est plus important chez les bactéries a
Gram négatifs car elles posseédent une membrane externe supplémentaire composeée
de lipopolysaccharide (LPS), qui forment un réseau hydrophile et empéchent la
pénétration des composés hydrophobes. Leur membrane interne, composée quant a
elle d’'une bicouche phospholipidique et de protéines membranaires, bloque le
passage de composés hydrophiles. Par conséquent, les membranes bactériennes
constituent une barriére impénétrable par les médicaments. De plus, les bactéries
présentent ainsi des pompes a efflux qui expulsent des médicaments qui ont déja
traversé les membranes cellulaires’®. Tous ces mécanismes rendent les bactéries
encore plus résistantes aux antibiotiques.

Depuis 2016, la lutte contre le phénomene d’antibiorésistance est devenue la
priorité mondiale par les Nations Unies et I'un des grands enjeux du XXI® siécle en
termes de santé publique (https://www.msf.fr/). Les bactéries multirésistantes causent
33 000 morts en Europe (https://health.ec.europa.eu/) et 23 000 morts aux Etats-Unis
par an'’'2. ['augmentation mondiale de lincidence des bactéries multirésistantes
justifie de nouveaux efforts dans la recherche et la découverte des antibiotiques. Il est
donc nécessaire de trouver non seulement de nouvelles molécules, mais de nouveaux
squelettes structuraux ainsi que de nouvelles cibles thérapeutiques. Les substances
naturelles jouent toujours un réle trés important dans la découverte de nouveaux
antibiotiques avec environ 70 % des composés qui sont soit des produits naturels, soit
leurs dérivés hémi-synthétiques’. Seules trois des 20 classes d’antibiotiques
disponibles sur le marché sont d'origine synthétique (sulfamides, fluoroquinolones et
oxazolidinones). Les produits naturels microbiens présentent la principale source
d'antibiotiques actuellement utilisés en clinique™.

Ce manuscrit sera divisé en quatre principaux chapitres. Le premier traitera des
défis relatifs a la découverte de substances bioactives d’origine microbienne ainsi que
les approches innovantes pour relever ces défis. Le deuxiéme chapitre introduira notre
source de micro-organismes et la stratégie de priorisation permettant de cibler les
micro-organismes intéressants. Le troisieme chapitre consiste a détailler les
procédures de recherche des micro-organismes marins, de l'isolement des micro-
organismes et de la priorisation des souches intéressantes jusqu’a I'obtention finale

% Schneider, Antibiotics, 2021, 10, 842.

0 Lewis, Cell, 2020, 181, 29-45.

" Dadgostar, Infection and Drug Resistance, 2019, 12, 3903

2 Baym, et al., Science, 2016, 351, aad3292.

13 O’Shea and Moser, Journal of Medicinal Chemistry, 2008, 51, 2871-2878.
4 Teta, et al., J. Nat Prod, 2017, 80, 2530-2535.



des produits purs. Enfin, le dernier chapitre détaillera les méthodes et les expériences
utilisées pour ce projet de thése.
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CHAPITRE | : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE :

Comme nous le savons déja, la recherche de nouvelles molécules a partir des
sources naturelles est extrémement difficile, longue et colteuse. Toutes les
procédures d’isolement, de purification et d’élucidation structurale des molécules
nécessitent des investissements considérables en équipements techniques, en temps
et en ressources humaines.

Dans ce chapitre, nous allons nous focaliser sur les défis rencontrés dans la
découverte de molécules d'origine microbienne sans revenir sur les difficultés
communément rencontrées en chimie des substances naturelles comme la complexité
des extraits bruts et la redécouverte des molécules connues.

e Les défis liés aux produits d’origine microbienne et a la découverte d’antibio-
tiques

Les micro-organismes non-cultivables et les génes silencieux/cryptiques.

Depuis plus d'un demi-siécle, les micro-organismes terrestres et marins sont
connus pour la production de molécules actives. Cependant, il est difficile d’accéder a
'intégralité des métabolites produits par les micro-organismes dans leur habitat
naturel. De nombreux micro-organismes environnementaux, les actinobactéries
inclues, ne peuvent pas étre cultivés de fagon optimale ou cessent de produire des
composés antibiotiques lorsqu'ils ne sont plus en interaction avec leur
environnement'®. Des analyses métagénomiques d’échantillons telluriques et marins
ont montré que 99 % des micro-organismes sont « non cultivables »'®, cette formule
étant continuellement reprise.

De plus, un génome microbien peut contenir des clusters de génes « cryptiques »
ou « silencieux ». Le terme « cryptique » décrit les clusters de génes de biosynthése
(BGC : biosynthetic gene cluster) inconnus et le terme « silencieux » décrit les BGC
présents dans le génome mais qui ne sont pas exprimés, ou tres faiblement dans des
conditions standards de laboratoire. Par exemple, un génome d’'une souche
d'actinomycetes peut contenir entre 20 et 50 clusters de génes de biosynthése de
meétabolites spécialisés mais seuls certains génes sont exprimés en condition de
culture microbienne classique'’. Le séquengage complet ou partiel du génome de
plusieurs espéces de Streptomyces a montré que le méme génome peut contenir

'S Birer, Bacterial microbiota of ant's cuticle in French Guiana : antibiotic activities and community
ecology, These de Doctorat en Chimie, Université de Guyane, 2017.

16 Lewis, Nature reviews. Drug Discovery, 2013, 12, 371-87.

7 Hoskisson and Seipke, mBio, 2020, 11, 460-466.



1.2

jusqu'a 30 clusters de génes «cryptiques » appartenant a des métabolites
spécialisés’®. Cela montre que les micro-organismes représentent potentiellement une
source tres importante de nouveaux produits naturels mais qu’il est nécessaire de
trouver des approches pour accéder a cette diversité "cachée".

Accéder a des sources de micro-organismes inexplorées

Malgré les efforts de recherche des molécules d’origine microbienne, il y a moins
de 1 % de micro-organismes qui ont été explorés chimiquement jusqu’a présent'. Il
est nécessaire d’explorer des nouvelles sources de micro-organismes.

Les micro-organismes sont présents dans tous les écosystemes : dans le sol,
dans les eaux douces, marines ou saumatres, dans les environnements dits
« extrémes » (profondeurs océaniques, sédiments profonds), permafrost, etc.),
associés a des insectes sociaux (fourmis coupeuses de feuilles, termites), sur la peau
et dans l'intestin des animaux®. (Figure 2)

Extreme

- Termite Soil and
environments hindgut Ocean sediment
Leaf cutter
ant colony Human gut Permafrost

Figure 2 : Diversité du monde microbien et de ses écosystémes (figure reprise in
extenso de I'article de White, et al.)?®

Les micro-organismes ont la capacité de s’adapter a leur environnement afin de
survivre et de se développer dans différentes niches écologiques. Par conséquent,
I'exploration des micro-organismes des écosystemes atypiques (les environnements
extrémes, les tapis microbiens marins, etc...) permet d’augmenter la probabilité de
trouver de nouvelles molécules thérapeutiques.

Le projet de recherche « Science a la pelle », a été lancé réecemment en 2022
par une équipe de chercheurs de I'Université de Paris (Unité INSERM 1284), dans le
but de découvrir des antibiotiques a partir des micro-organismes isolés de divers

'8 Aigle, et al., Journal of industrial microbiology & biotechnology, 2014, 41, 251-63.

'® Brahmachari, Natural Products in Drug Discovery: Impacts and Opportunities - An Assessment, 2011,
1-199.

20 White, et al., Nature Protocols, 2016, 11, 2049-2053.



échantillons de sols (dans nos jardins, nos parcs, les foréts et les espaces naturels)
en France métropolitaine et en Corse. A partir de ces échantillons, les micro-
organismes seront ensuite isolés (Figure 3). Leur génome sera ensuite analysé pour
détecter les clusters de génes associés a des voies de biosynthése de molécules
fonctionnelles (Science a la pelle (science-a-la-pelle.fr).

Figure 3 : Photos des collections de souches isolées a partir de divers échantillons du
sol (https://www.science-a-la-pelle.fr/).

e Les approches innovantes pour relever les défis liés aux produits d’origine mi-
crobienne et a la découverte d’antibiotiques.

Les principaux défis dans la recherche des nouvelles substances d’origine
microbienne a activité antibiotique et les approches innovantes pour relever ces défis
sont présentés sur la Figure 4.
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Figure 4 : "Workflow" d’isolement ciblé. Les défis et les solutions pour chaque étape
d'isolement.

Dans ce chapitre, les solutions pour les défis communément rencontrés dans le
domaine des substances naturelles ne seront pas traitées. Seules les approches
innovantes qui ont un lien avec les micro-organismes seront abordées.

Co-culture de micro-organismes

La co-culture de micro-organismes est une stratégie intéressante qui permet de
stimuler la production de substances dites de défense. Cette approche s’inspire du fait
de lI'omniprésence des communautés microbiennes dans la nature. Au sein de ces
communautés, les micro-organismes interagissent par l'intermédiaire de molécules de
signalisation ou de défense qui sont potentiellement des nouveaux « leads » pour la
découverte de médicaments?’.

La co-culture de micro-organismes consiste donc a cultiver différents micro-
organismes dans un environnement limité en nutriments et en espace, ce qui entraine
une compétition de ressources entre eux. Par conséquent, ils vont produire des
meétabolites spécialisés qui sont généralement impliqués dans les mécanismes de
défense ou de communication « inter-souche » ou « inter-spécifique »?2.

21 Bertrand, et al., Biotechnology Advances, 2014, 32, 1180.
22 Birer, Bacterial microbiota of ant's cuticle in French Guiana : antibiotic activities and community
ecology, These de Doctorat en Chimie, Université de Guyane, 2017.



Distance inhibition Zone line Contact inhibition Overgrowth

Figure 5 : Les interactions morphologiques entre deux champignons en co-culture
(figure reprise in extenso de I'article de Bertrand, et al.)?’

Quatre types d’interactions morphologiques entre les micro-organismes cultivés
en culture sur boites de gélose ont été observés lors des expériences de co-culture :
le premier type d’interaction représente une zone d’inhibition entre les deux micro-
organismes (« distance inhibition »), le deuxieme montre les deux micro-organismes
entrant en contact et formant une ligne de démarcation (« zone line »), les deux micro-
organismes cessent de se développer lorsqu’ils entrent en contact (« contact
inhibition ») dans le troisiéme type et sur le dernier type, nous observons un des deux
micro-organismes qui se développe au-dessus de l'autre (« overgrowth ») (Figure 5).

Les molécules impliquées dans linteraction des micro-organismes sont
difficilement détectables en raison de la complexité des extraits microbiens. Par
conseéquent, les méthodes analytiques avancées comme la métabolomique et les
méthodes de spectrométrie de masse sont nécessaires pour détecter ces composeés.

Boya et al. a utilisé la technique d’imagerie par spectrométrie de masse MALDI
(MALDI-MSI : Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization - Mass Spectrometry
Imaging) couplée a la technique des réseaux moléculaires afin d’étudier les
interactions microbiennes dans la symbiose tripartite impliquant fourmi, bactérie et
champignon. Pour cela, les bactéries isolées a partir de la fourmi Acromyrmex
echinatior et le champignon pathogéne Escovopsis sp. sont co-cultivés dans des
boites de Pétri. Les auteurs ont utilisé MALDI-MSI pour visualiser la distribution des
antimicrobiens dans les zones d’inhibition entre les micro-organismes. Le réseau
moléculaire est ensuite utilisé pour dérépliquer les composés détectés dans ces
zones.

Cette approche a permis aux auteurs d’identifier différents composés a partir de



différentes bactéries associées a la fourmi. Par exemple, les antibiotiques
actinomycines D, X2 et X0B, produits par la bactérie Streptomyces CBR38 ; les
macrolides élaiophyline, éfomycine A et éfomycine G, produits par la bactérie
Streptomyces CBRS53. Cette derniére présente un diamétre de zone d'inhibition de
3,47 + 0,51 mm contre Escovopsis TZ49, une zone d’inhibition de 4,49 + 0,15 mm de
diamétre a été observée pour la co-culture de Streptomyces sp. CBR38 et Escovopsis
sp. ACRO424. De plus, les composeés shearinines D, F et J du pathogene Escovopsis
TZ49 ont été également détectés (Figure 6). Les molécules élaiophyline, actinomycine
XO0B et shearinines ont été détectées pour la premiére fois dans cette symbiose?3.

2 Boya, et al., Scientific Reports, 2017, 7, 5604.
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Figure 6 : Structures des composés détectés a partir de la co-culture de micro-
organismes dans le cadre des travaux de Boya et al.

Plusieurs autres composés bioactifs produits durant des expériences de co-




culture ont été décrits. Par exemple, la formation des molécules antifongiques comme
le stemphypérylénol et I'alterprylénol a partir des co-cultures d’Alternaria tenuissima et
de Nigrospora sphaerica. Le composé stemphypérylénol bloque la croissance de
Nigrospora sphaerica a 200 uM tandis que la molécule d’actidione, un antifongique
connu, a la méme concentration utilisée, ne peut pas d’inhiber la croissance de ce
champignon?* (Figure 7).

Actidione

Figure 7 : Structures des molécules produites lors de la co-culture d'Alternaria
tenuissima et Nigrospora sphaerica : le stemphypérylénol, I'alterprylénol et I'actidione,
un antifongique utilisé en tant que contrdle positif dans le test d’activité antifongique.

Nous notons également la formation du lobocampactol, un diterpéne présentant
plusieurs applications potentielles comme agent antifouling, anti-oxydant et
antitumoral a partir de la culture de Streptomyces cinnabarinus PK209 et de la bactérie
marine Alteromonas sp. KNS-162° (Figure 8).

Figure 8: Le lobocampactol produit a partir de la co-culture de Streptomyces
cinnabarinus PK209 et de la bactérie marine Alteromonas sp. KNS-16.

24 Chagas, et al., Journal of Chemical Ecology, 2013, 39, 1335-42.
25 Cho and Kim, Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry, 2012, 76, 1849-54.



Ces différents exemples montrent que la co-culture de micro-organismes
représente une approche potentielle pour stimuler la production de molécules
bioactives par les micro-organismes. Cependant, I'étude d’interaction entre les micro-
organismes est une tache difficile a cause de la nature complexe et la diversité
chimique de leurs métabolomes. De plus, I'identification de composés responsables
de cette interaction est encore plus compliquée et demande beaucoup de rigueur en
raison de la variabilité chimique des micro-organismes durant la co-culture. Des
meéthodes analytiques avanceées, telles que I'étude des profils chimiques des extraits
par la spectrométrie de masse ou MALDI-MSI directe de la co-culture, sont des
approches intéressantes pour étudier le phénomeéne d’induction des molécules
bioactives grace a la co-culture?®.

2.2 Les techniques de culture innovantes

Afin de tenter de résoudre les problémes de culture des micro-organismes, dits
« non-cultivables », plusieurs stratégies ont également été proposées?. Nous pou-
vons diviser ces stratégies de culture en trois catégories : (i) les méthodes de culture
basées sur la diffusion membranaire, (ii) celles basées sur les techniques de la micro-
fluidique (SlipChip?” et I'incubateur microbien a micro-échelle nanoporeux?®) et enfin
(iii) les méthodes basées sur le tri cellulaire (Raman-activated cell sorting (RACS)?° et
sur I'nybridation in situ en fluorescence appliquée aux cellules vivantes (live-FISH)* ).

Nous n’allons pas détailler les méthodes de culture fondées sur la microfluidique
et le tri cellulaire car, a notre connaissance, il n’existe pas encore d’exemples de mo-
lécules antibiotiques découvertes en utilisant ces méthodes. Cependant, il a été mon-
tré que ces méthodes sont efficaces pour isoler des micro-organismes non-cultivables
dans les conditions de culture standard. Seules les techniques de culture basées sur
la diffusion membranaire seront discutées ci-dessous.

2.21 Technologie « iChip »

La technologie « iChip » a été développée pour isoler et cultiver des micro-
organismes in situ dans leur environnement dans le but de réussir a cultiver les micro-
organismes non-cultivables dans les conditions de culture de laboratoire. Ce dispositif
a été concu par la start-up NovoBiotic Pharmaceuticals, fondée par Kim Lewis et Slava
Epstein. Cette technique consiste a placer directement la plaque centrale d’'iChip dans
un milieu riche en micro-organismes (Figure 9A). Cela permet de capturer en

% Bertrand, et al., Biotechnology Advances, 2014, 32, 1180-204.
27 Du, et al., Lab on a Chip, 2009, 9, 2286-92.

28 Ge, et al., Lab on a Chip, 2016, 16, 480-8.

2 Lau, et al., Lab on a Chip, 2008, 8, 1116-20.

30 Batani, et al., Scientific reports, 2019, 9, 18618.



moyenne une cellule microbienne dans chaque puit de la plaque (Figure 9B). La
plague centrale sera ensuite protégée par une membrane inférieure et une membrane
supérieure. Des vis ont été utilisées pour bien fixer ces trois parties et fournir une
pression suffisante pour sceller le contenu de chaque puit. Chaque puit devient une
chambre de diffusion miniature contenant statistiquement une seule cellule de micro-
organisme (Figure 9C)3".

Figure 9 : la technique de culture "iChip". [A] la plaque centrale d’iChip est placée dans
le sol riche en micro-organismes, [B] une seule cellule peut-étre capturée dans chaque
puit, [C] la plaque centrale est scellée a l'intérieur de deux membranes avec des vis.
Cette figure a été adaptée a partir des figures de Berdy et al. 2

Cette technique de culture a permis d’isoler la teixobactine (Figure 10), une
nouvelle molécule antibactérienne, a partir d’Eleftheria terrae (une nouvelle espéce de
Bétaprotéobactérie). La teixobactine a montré une forte efficacité contre les bactéries
a Gram positif comme celles des genres Mycobacterium et Staphylococcus, et sans
aucune résistance détectée jusqu'a présent®. Cette molécule a ainsi montré une
efficacité trés prometteuse in vivo sur les modéles animaux de la tuberculose, qui est
actuellement un probléme majeur de santé publique (Press Releases — Novobiotic
Pharmaceuticals).

31 Nichols, et al., Applied and Environmental Microbiology, 2010, 76, 2445-50.
32 Berdy, et al., Nature Protocols, 2017, 12, 2232-2242.
33 Jung, et al., Marine Life Science & Technology, 2020, 3, 148-161.
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Figure 10 : Structure de la teixobactine

222 Chambre a membrane a fibres creuses (Hollow-Fiber Membrane Chamber)

Cette technique consiste a utiliser plusieurs tubes poreux reliés par des
seringues qui fonctionnent comme des chambres d'isolement cellulaire. Une
suspension d’'une seule cellule sera ensemencée dans chacun de ces tubes a l'aide
des seringues qui y sont connectées (Figure 11A). Ces tubes seront ensuite immergés
dans un échantillon aqueux du site environnemental en présence des facteurs de
croissance (Figure 11B).
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Figure 11 : Schéma du systéeme de chambre a membrane a fibres creuses [A], [B] ;
coupe transversale d'une fibre creuse observée au microscope électronique a
balayage — la barre représente 200 ym [C]. Cette figure a été adaptée a partir des



figures d’Aoi et al.>*

Cette technique permet d’isoler plus de nouveaux phylotypes® avec une trés
grande diversité au niveau des espéces par rapport a la méthode de culture standard
en boites de Pétri®3. Cependant, il n'y a pas encore d’exemple de molécules
antibiotiques découvertes grace a cette technique de culture.

Il est trés difficile de reproduire le méme habitat naturel avec ses facteurs de
croissance pour les micro-organismes en conditions de culture standards aux labora-
toires. Les méthodes citées précédemment ont pour but d’imiter 'environnement na-
turel des micro-organismes en utilisant une membrane perméable avec des pores qui
sont capables de diffuser les facteurs de croissance, les nutriments, les composés de
signalisation et les métabolites dont les micro-organismes ont besoin pour se dévelop-
per, mais pas les cellules microbiennes.

2.3 Approche génomique en utilisant la biologie moléculaire

Les métabolites spécialisés microbiens sont le produit final d'un ensemble de
réactions de biosynthése, qui sont catalysées par des enzymes. lIs ne sont pas utilisés
de fagon permanente par les micro-organismes, leurs génes restent silencieux et ne
sont exprimés qu’'en cas de besoin (en cas de défense, de survie dans un
environnement compétitif, etc.). Il est donc nécessaire d’étudier l'intégralité de
'information génétique des micro-organismes et particulierement les génes impliqués
dans la voie de biosynthése des métabolites spécialisés®.

Le séquengage du génome entier des micro-organismes est une stratégie clé
qui permet la découverte de nouveaux meétabolites. Les génes impliqués dans la
biosynthése des métabolites spécialisés codent pour les enzymes appartenant a des
classes différentes comme les enzymes de syntheése des peptides non ribosomaux
(NRPSs), les synthases de polyacétates (PKS)%, les peptides ribosomaux et modifiés
post-traductionnellement, des terpénes, ainsi que les enzymes impliquant dans la
biosynthése de certains alcaloides® (par exemple, le diméthylallyl tryptophane
synthase, une enzyme impliquée dans la premiére réaction de la voie de biosynthése
des alcaloides dérivés d’ergoline : des lysergamides présents chez les champignons
de la famille Clavicipitaceae et des alcaloides de type clavine chez les champignons

34 Aoi, et al., Applied and Environmental Microbiology, 2009, 75, 3826-33.

3% Un phylotype est une définition opérationnelle utilisée pour regrouper des individus
phylogénétiquement proches

36 Schroeckh, et al., Proceedings of the National Academy of Sciences, 2009, 106, 14558-14563.
37 Navarro-Munoz, et al., Nature Chemical Biology, 2020, 16, 60-68.

38 Hemmerling and Piel, Nature Reviews. Drug discovery, 2022, 21, 359-378.



de I'ordre Eurotiales (des fumigaclavines A, B, and C chez Aspergillus fumigatus3®4) ;
et des clusters de genes codant pour des enzymes impliqués dans la voie de
biosynthése de Ila guanitoxine, une neurotoxine de la cyanobactérie
Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-024, décrite récemment par I'équipe de
Moore*') (Figure 12).
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Figure 12 : Structures des alcaloides dérivés ergoline et de la guanitoxine

Dans I'approche génomique, les BGC sont d’abord identifiés par les outils
informatiques et les logiciels spécialisés tels que antiSMASH, SMURF, and NP
searcher*? et ensuite les enzymes codés par les génes appartenant a ces BGC et leurs
produits biosynthétiques seront prédits.

3 Metzger, et al., Proceedings of the National Academy of Sciences, 2009, 106, 14309-14314.
40 Coyle and Panaccione, Applied and Environmental Microbiology, 2005, 71, 3112-8.

41 Lima, et al., J Am Chem Soc, 2022, 144, 9372-9379.

42 Maithani, et al., Microbiological Research, 2022, 261, 127053.



6 L
MIBIG
— NS
E BGCs de référence avec
des fonctions connues V._.
GCF 1
anti

BGCs de référence
de MIBIG

" > BGCs prédits par
AntiSMASH

Por e e—) )

E— ) e
BiGSCAPE
——) OO)EEEEEO)  ———
Détection ) e—) ) Réseau de
de BGCs e (X séquences similaires

BGC identifiés +
BGCs de référence

GCF 2

GCF 3

1 GCF 1

(ﬁf corKson I <

K NI
ocrz) |l KT KA
ﬁ GCF 3

Figure 13 : « Workflow » de l'approche génomique. [A] Les BGCs peuvent étre
identifiés dans le génome microbien en utilisant antiSMASH ou les outils adaptés.
MIBIG, une base de donnée de BGCs avec des fonctions connues, peut étre utilisée
pour identifier ces BGCs. BiG-SCAPE est utilisé pour organiser les BGCs similaires
en famille de clusters de génes (GCFs). Les BGCs référencés dans MIBIG sont
indiqués en bleu. [B] CORASON est ensuite employé pour exploiter les relations
évolutives des BGCs dans chaque GCF. Figure adaptée a partir des figures de
Navarro-Munoz et al*® et Van der Hooft et al**.

Afin d’accéder efficacement aux informations des BGCs et leurs produits
spécifiques, la communauté « Minimum Information about a Biosynthetic Gene cluster
(MIBiG) » a été introduit*>. MIBiG augmente la fiabilité des résultats de la prédiction en
comparant les BGCs identifiés avec ceux dans les bases de données?*®. Par la suite,
le logiciel BiG-SCAPE (Biosynthetic Gene Similarity Clustering and Prospecting
Engine) peut étre utilisé pour construire les réseaux de similarité des séquences de
BGCs et les regrouper en familles de clusters de génes (GCFs). BiG-SCAPE permet
d’identifier rapidement les familles de clusters de génes avec des BGCs connus dans
MIBIG, conduisant a l'identification des nouveaux BGCs analogues (Figure 13A). Si
ces GCFs contiennent des BGCs inconnus dans MIBIG, il y a potentiellement de

43 Navarro-Munoz, et al., Nature Chemical Biology, 2020, 16, 60-68.

44 Van der Hooft, et al., Chemical Society Reviews, 2020, 49, 3297-3314.
45 Kautsar, et al., Nucleic Acids Research, 2020, 48, D454-D458.

46 Hautbergue, et al., Natural Product Reports, 2018, 35, 147-173.



nouveaux outils*’. CORASON (CORe Analysis of Syntenic Orthologs to prioritize
Natural Product Biosynthetic Gene Clusters)*® est un algorithme complémentaire de
BiG-SCAPE, qui identifie les clusters de génes partageant un core génome*® commun
et reconstruit les phylogénies multi-locus de ces génes pour explorer leurs histoires
évolutives (Figure 13B).

Cette approche a été utilisée - par exemple - pour la découverte de la
géninthiocine B (Figure 14), un nouvel antibiotique thiopetidique isolé a partir d’'une
espéce de Streptomyces sp. (YIM 130001)%°.

Figure 14 : Structure de la géninthiocine B

Les auteurs ont utilisé antiSMASH pour identifier les BGCs de la bactérie. Un
des clusters a été prédit comme étant impliqué dans la biosynthése du thiopeptide. Ce
cluster a été ensuite analysé manuellement en utilisant Protein BLAST et MIBiG pour
valider cette prédiction. Cette étude démontre particulierement la puissance de
I'approche génomique dans la découverte de nouveaux antibiotiques.

En plus des approches innovantes de culture et de génomique, il est nécessaire
d’explorer les nouvelles sources exotiques afin d’augmenter davantage les chances
de découvrir de nouveaux antibiotiques. Dans la partie suivante, les sources exotiques
et leur intérét seront introduits.

47 Van der Hooft, et al., Chemical Society Reviews, 2020, 49, 3297-3314.

48 Navarro-Munoz, et al., Nature Chemical Biology, 2020, 16, 60-68.

4 Ensemble des génes communs a toutes les souches d’'une méme espéce (génes orthologues)
0 Schneider, et al., Frontiers in Microbiology, 2018, 9, 3139.



24 Etude de nouvelles sources exotiques

241 Les micro-organismes des sources chaudes

La figure 15 montre la vue aérienne de Grand
Prismatic Spring, la source chaude la plus
extraordinaire du parc national de Yellowstone,
avec une température de plus de 70 °C.

Figure 15: Vue aérienne du
Grand Prismatic Spring. Crédits :
U.S. National Park Service

Les sources chaudes sont des habitats des micro-organismes thermophiles, qui
se développent a haute température. En fonction de leur température de croissance,
ils peuvent étre répartis en trois sous-catégories : les thermophiles modérés (50-60
°C), les thermophiles extrémes (65-80 °C) et les hyperthermophiles (supérieure a 80
°C). Les micro-organismes thermophiles possédent une grande diversité de
mécanismes moléculaires afin de résister et de corriger les dommages causés par les
hautes températures. Par exemple, 'augmentation d’adénine dans les séquences
codantes. L'adénine présente une fonction adaptative en favorisant la stabilité des
ARNS®'. Au niveau protéique, les interactions entre les résidus d’acides aminés polaires
et non polaires sont préférables chez les thermophiles. L’augmentation de la tyrosine
contribue ainsi a la stabilité des protéines car elle peut former des interactions avec
plusieurs autres résidus d’acides aminés®2. Les acides aminés thermolabiles tels que
la glutamine, l'alanine, l'histidine ou la thréonine sont moins présents dans les
protéines des thermophiles®.

Ces micro-organismes sont connus pour la production de composés
antibactériens®, antiviraux®® et anti-tumoraux®. Quelques exemples de ces composés
sont cités ci-dessous.

Les composés antibactériens :

Un criblage de I'activité antimicrobienne de 150 souches bactériennes isolées

51 Singer and Hickey, Gene, 2003, 317, 39-47.

52 Gromiha, Biophysical Chemistry, 2001, 91, 71-77.

53 Vieille, et al., European Journal of Biochemistry, 2001, 268, 6291-6301.

54 Mahajan and Balachandran, Biochemical Pharmacology, 2017, 134, 35-41.
%5 Shivlata and Satyanarayana, Frontiers in Microbiology, 2015, 6, 1014.

%6 Mehta, et al., 3 Biotech, 2016, 6, 81.



a partir de différents environnements marins islandais a été réalisé. La bactérie
thermophile, Thermoactinomyces vulgaris, isolée d'une source hydrothermale cétiére
en Islande a montré une activité antimicrobienne. L’étude approfondie de cette souche
a permis de découvrir la molécule thermoactinoamide A (Figure 16) qui est active
contre le pathogéne Staphylococcus aureus avec une CMI de 35 uM®’.
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Figure 16 : Structure de la molécule thermoactinoamide A

Les composés antiviraux :

Les activitéts immunomodulatrices et antivirales d'un exopolysaccharide
extracellulaire (EPS-2), produit par la souche Geobacillus thermodenitrificans, isolée
d'une source hydrothermale peu profonde de I'ile de Vulcano (ltalie), ont été étudiées.
L’étude a montré, pour la premiére fois, que des concentrations élevées d'EPS-2
permettent d’inhiber la réplication du virus Herpes simplex de type 2 (HSV-2) et
d’augmenter la réponse inflammatoire induite par les cytokines des lymphocytes Th-1,
y compris I'lL-12, I'L-18, le FN-y, I'lFN-a et le TNF-a%.

Les composés potentiellement anticancéreux :

Des études des bactéries des écoulements d'une source thermale de Polichnitos
(Lesvos, Grece) ont permis de mettre en évidence l'activité cytotoxique du milieu de
culture d’'une souche de Cyanobacterium sp. contre la lignée cellulaire cancéreuse
PC3 ainsi qu’une forte activité insecticide contre les larves d’Aedes aegypti®.

" Teta, et al., J. Nat Prod, 2017, 80, 2530-2535.

8 Arena, et al., Immunology letters, 2009, 123, 132-7.
%% Mizerakis, et al., Annals of Microbiology, 2017, 67, 643-654.



24.2 Les micro-organismes des grottes

Les organismes qui vivent dans des grottes sont également une source
intéressante en raison de leur capacité d’adaptation et de survie dans des conditions
spécifiques (I'obscurité, I'oligotrophe, et une forte concentration minérale). Les
meétabolites spécialisés produits par les bactéries des grottes peuvent présenter de
fortes propriétés antimicrobiennes, anti-inflammatoires ou potentiellement
anticancéreuses®.

Les composés antibactériens et antifongiques :

Les cervimycines A-D (Figure 17), des composés appartenant a la classe des
polyacétates glycosylés, ont été isolées a partir de Streptomyces tendae provenant
d’'une ancienne grotte en ltalie (Grotta dei Cervi). Ces molécules ont montré une forte
activité antibactérienne contre des souches de Staphylococcus aureus multi-
résistantes EfS4 et les souches Enterococcus faecalis résistantes a la vancomycine
1528 (VRE) avec une valeur de CMI comprise entre 1,6 et 12,5 ug/mL, en comparant
a la tétracycline, la vancomycine ou la ciprofloxacine, qui sont respectivement
inefficaces contre ces souches pathogénes®.

Figure 17 : Structures des cervimycines A-D.

Cervimycine A : R' = COCHjs, R? = diméthylmalonyl
Cervimycine B : R' = COCH3, R? = monométhylmalonyl
Cervimycine C : R' = CONHa, R? = diméthylmalonyl

80 Kosznik-Kwasnicka, et al., Microorganisms, 2022, 10, 222.
81 Herold, et al., Chemistry, 2005, 11, 5523-30.



Cervimycine D : R' = CONH, R? = monométhylmalonyl

Des travaux récents, publiés en 2021, sur des souches bactériennes, provenant
d’'une carotte de glace venant de la grotte de Scarisoara en Roumanie, ont permis de
découvrir les premiers isolats bactériens de glaces pérennes, accumulées dans les
grottes depuis la fin de I'ére glaciaire. Les 68 isolats ont montré une activité
antimicrobienne contre Staphylococcus aureus et Pseudomona aeruginosa. Parmi ces
68 isolats, dix présentaient des activités contre Enterobacter cloacae et P. aeruginosa,
neuf isolats avaient une activité contre Escherichia coli et avec une faible inhibition des
souches cliniques comme Klebsiella 19094 CK1, KC2 et CK3, et trois souches
d'Enterococcus faecium. Plus de 50 % des souches présentaient une résistance
importante a 17 classes d'antibiotiques. Certains isolats ont inhibé la croissance des
bactéries a Gram-positif et a Gram-négatif. La résistance aux antibiotiques des isolats
peuvent étre expliquée par la présence des antibiotiques naturels dans leur habitat, ou
produits par eux-mémes pour combattre les micro-organismes a proximité.

Avec un large spectre antimicrobien et un profil étendu de résistance aux
antibiotiques, les souches isolées de la grotte glaciére de Scarisoara présentent une
source prometteuse dans la recherche des nouveaux antibiotiques et dans la
compréhension de I'évolution de la résistance environnementale®?.

Les composés anticancéreux :

A partir des échantillons du sol collecté des grottes de Phatup et de
Phanangkhoi dans le nord de la Thailande, 377 isolats d’actinomycete ont été
collectés. Parmi ces isolats, deux ont montré des activités cytotoxiques et
antibactériennes sur les bactéries a Gram-positif (Figure 18). Ces deux isolats
appartiennent au genre Spirillospora et Nonomuraea, respectivement. Ces deux
genres sont trés mal connus jusqu’a présent®3.

82 Paun, et al., Scientific Rorts, 2021, 11, 514.
53 Nakaew, et al., Actinomycetologica, 2009, 23, 21-26.



Anti bacterial Anti-cancer

Isolate (inhibition zone (mm)) (ICsp (ng/ml))

Escherichia Pseudomonas Bacillus Paenibacillus  Breast Oral Small Cell

coli aeruginosa cereus MRSA lavae cancer  Cavity Lung cancer

PNK225 0 0 0 0 0 inactive inactive inactive
PNK384 0 0 0 0 0 inactive inactive inactive
PNK393 0 0 0 0 0 inactive inactive inactive
PNK404 0 0 7 0 10 24.26  inactive 7.20
PNK470 0 0 20 32 17 inactive inactive 10.18
PNK464 0 0 0 0 0 inactive inactive inactive
PT702 0 0 0 0 0 inactive inactive inactive
PT707 0 0 0 0 0 inactive inactive inactive
PT708 0 0 16 25 20 inactive 16.11 3.48
PT725 0 0 0 0 30 inactive inactive inactive
PT749 0 0 0 0 0 inactive  29.34 19.60

Figure 18 : Tableau des activités biologiques des isolats sélectionnés (repris in
extenso de I'article de Nakaew, et al.)?

24.3 Les micro-organismes des environnements aquatiques extrémes

Les environnements aquatiques extrémes tels que les lacs souterrains, les
sources hydrothermales et les régions polaires regorgent de micro-organismes qui
meéritent d’étre étudiés sur le plan chimique. Des substances bioactives ont pu étre
isolées a partir de ces sources exotiques. Certains exemples sont cités ci-dessous :

Les composés antibactériens et antifongiques :

La caboxamycine (Figure 19), un nouvel antibiotique benzoxazole, a été
produite par la souche marine Streptomyces sp. NTK 937. Cette derniére a été isolée
a partir des échantillons d'eau profonde collectés dans le bassin des Canaries a une
profondeur de 3814 m. La molécule présente des activités inhibitrices plus ou moins
fortes contre les bactéries a Gram-positif : Bacillus subtilis (ICso = 8 M),
Staphylococcus lentus (ICso = 20 uM) et la levure Candida glabrata (1Cso =117 yM).
De plus, elle inhibe significativement les bactéries phytopathogénes Xanthomonas
campestris (ICso = 43 uM) et Ralstonia solanacearum (ICso = 176 uM) et le pathogéne
opportuniste Staphylococcus epidermidis (ICso = 43 uM)®.
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Figure 19 : Structure de la caboxamycine

6 Ibid.

85 Hohmann, et al., J Antibiot (Tokyo), 2009, 62, 99-104.



24.4 Les micro-organismes symbiotiques

Les interactions symbiotiques sont trés étudiées dans le but de trouver des
nouvelles molécules antibiotiques. L'exemple le plus remarquable dans cette
interaction est la découverte de la molécule darobactine (Figure 20) a partir de la
symbiose entre un nématode entomopathogéne et son symbiote bactérien,
Photorhabdus®®.
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Figure 20 : Structure de la darobactine

Lorsque les nématodes pénétrent dans leur hote (les larves d’'insecte), les
bactéries nématophiliques relachent des neurotoxines qui immobilisent leur héte et
puis produisent des antimicrobiens pour détruire sa faune bactérienne rivale®”.

Les bactéries Gram-négatif sont abondantes dans le microbiome des
nématodes entomopathogénes. Les bactéries nématophiles produisent des composés
antimicrobiens qui ne sont pas toxiques pour leurs hdtes pour se protéger contre les
autres membres du microbiome intestinal des nématodes. Ainsi, ces composés
possedent une faible toxicité et de bonnes propriétés pharmacocinétiques contre les
bactéries pathogénes a Gram négatif.

En se basant sur ce raisonnement, le composé darobactine a été isolé en
criblant des isolats de Photorhabdus. Une faible zone d’inhibition de la croissance
d’E.coli par la bactérie Photorhabdus khanii HGB1456 a été observée sur des
antibiogrammes. L’isolement bio-guidé de l'extrait de cette bactérie a permis aux
auteurs de découvrir la darobactine qui est active contre les bactéries pathogenes a
Gram-négatif in vitro, ainsi que sur des modéles animaux. La molécule inhibe la
protéine membranaire BamA de la membrane externe en bloquant son ouverture et

66 Imai, et al., Nature, 2019, 576, 459-464.

7 Tobias, et al., Trends in Microbiology, 2018, 26, 833-840.



donc prévenant le rejet des substrats médicamenteux en dehors des cellules
bactériennes®.

Tous les exemples précédents montrent que les micro-organismes venant des
environnements atypiques représentent une source trés prometteuse dans la
recherche de nouvelles molécules antimicrobiennes. Cependant, un nombre important
de micro-organismes peut étre isolé a partir d’'un seul échantillon environnemental.
Pour analyser les données massives associées a ces échantillons, des stratégies de
priorisation des sources intéressantes sont requises afin de mettre en ceuvre les efforts
nécessaires pour atteindre les résultats voulus. Dans la partie suivante, nous allons
citer deux stratégies de priorisation employées en chimie des substances naturelles.

2.5 Les stratégies de priorisation de micro-organismes
251 Stratégie de priorisation basée sur I'utilisation des réseaux moléculaires

La technique des réseaux moléculaires®, introduite en 2012, est une stratégie
trés employée pour identifier rapidement les métabolites connus dans des extraits
bruts. Le principe du réseau moléculaire est de comparer et d’organiser les spectres
SM/SM des métabolites présents dans les extraits bruts sous forme de clusters en
fonction de leur similarité spectrale.

La technique des réseaux moléculaires a été rendue accessible au public en
2013 via une plate-forme en libre accés dénommée Global Natural Product Social
Molecular Networking (GNPS), dédiée a l'organisation et au partage des données
SM/SM (http://gnps.ucsd.edu)™.

58 |mai, et al., Nature, 2019, 576, 459-464.
8 Watrous, et al., Proceedings of the National Academy of Sciences, 2012, 109, E1743-E1752.
0 Wang, et al., Nature Biotechnology, 2016, 34, 828-837.
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Figure 21 : « Worflow » de la stratégie de priorisation basée sur |'utilisation des outils
de la spectrométrie de masse computationnelle.

La Figure 21 montre toutes les étapes classiques pour construire un réseau
moléculaire a partir d’'une source naturelle ainsi que I'annotation et la déréplication des
molécules du réseau moléculaire.

La stratégie de priorisation par [l'utilisation du réseau moléculaire a été
appliquée par Floros et al”’ afin d’explorer I'espace chimique de 1000 micro-
organismes sélectionnés aléatoirement dans la souchothéque marine du Scripps
Institution of Oceanography (SIO). En combinant le réseau moléculaire et les analyses
statistiques, 3000 données SM/SM de ces micro-organismes ont été analysées. Les
clusters des molécules spécifiques a une souche sont mis en évidence par un code
de couleur.

Un cluster regroupant une douzaine de noeuds d’'une méme famille de molécule
spécifique a une souche, a été observé dans le réseau moléculaire. Cette approche a
permis de découvrir deux nouvelles molécules (acides maridriques A et B) a partir de
la souche CNP-993 (Figure 22).

Le réseau moléculaire est donc un outil adapté a la priorisation et a I'analyse
des grandes collections de micro-organismes lors de méthodes de criblage non ciblées

" Floros, et al., Metabolomics : Official journal of the Metabolomic Society, 2016, 12, 145.



acquises en HRMS.
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Figure 22 : Structures des acides maridriques A et B”?

25.2 Stratégie de priorisation basée sur I'utilisation de la RMN

La RMN a deux dimensions est également trés utile dans la déréplication des
types de molécules présents dans les extraits bruts. Les analyses de type HSQC-
TOCSY (Heteronuclear Single Quantum Coherence - Total Correlation Spectroscopy)
permettent de révéler les corrélations entre un proton et le carbone qui le porte ainsi
qu’aux autres carbones dans le méme systéme de spin couplé.

La séquence HSQC-TOCSY a été appliquée pour la priorisation des extraits
d’actinomycétes contenant des polyacétates et des peptides. Les auteurs ont d’abord
listé les régions de corrélations HSQC-TOCSY indiquant la présence des motifs
intéressants dans les extraits des souches. Les souches présentant le plus de signaux
de type « polyacétates » ont été priorisées pour une étude approfondie (Figure 23)"3.

2 Fox Ramos, et al., Natural Product Reports, 2019, 36, 960-980.
3 Buedenbender, et al., Marine Drugs, 2018, 16, 189.
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Figure 23 : « Workflow » de la priorisation des isolats microbiens en utilisant 2D RMN
(HSQC-TOCSY)™.

La déréplication basée sur l'utilisation de la RMN est une stratégie intéressante
car cette technique est non destructive. La préparation des échantillons est simple et
rapide. Cependant, la complexité de certains extraits bruts constitue un facteur limitant
a cause de la superposition de signaux. De plus, I'annotation des corrélations requiert
un regard expert pour élucider la structure des motifs détectés.

253 Stratégie de priorisation basée sur l'utilisation des sondes chimiques

Cette stratégie consiste a ajouter une molécule réactive dans un extrait brut
pour détecter directement la présence d’entités possédant un motif chimique
particulier. Quelques exemples des sondes chimiques qui permettent de détecter des
produits naturels seront cités ci-dessous.

e La sonde « 5-bromo-2-nitrosopyridine »

La sonde 5-bromo-2-nitrosopyridine (Figure 24) a été employée pour détecter
la présence de polyacétates a partir d’extraits bruts des bactéries marines :
Streptomyces, Salinispora, Nocardia, Micromonospora, Kocuria,
Saccharomonospora, Frankia et Nocardiopsis™.

Cette sonde réagit de maniére chimiosélective avec des motifs poly-diéniques
présents dans des polyacétates via la réaction d’hétéro-Diels-Alder pour former un
dérivé. Celui-ci contient un groupement chromophore et un atome de brome qui lui

74 Buedenbender, et al., J. Nat Prod, 2018, 81, 957-965.
75 Castro-Falcon, et al., ACS Chemical Biology, 2018, 13, 3097-3106.



permet d’étre détecté rapidement a la fois par 'UV et par spectrométrie de masse.
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Figure 24 : Structure de la sonde 5-bromo-2-nitrosopyridine et la réaction d’hétéro-
Diels-Alder (figure adaptée de I'article de Gabriel Castro-Falcén et al.)™®

L’ajout de la sonde dans l'extrait de la souche Streptomyces sp. CNQ-085 a
permis de mettre en évidence deux produits : le daryamide A, un composé connu,
faiblement cytotoxique, et le novodaryamide A, une nouvelle molécule (Figure 25).
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Figure 25 : Structures de daryamide A et novodaryamide A, molécules détectées par
la sonde 5-bromo-2-nitrosopyridine a partir de I'extrait de Streptomyces sp. CNQ-085

La sonde « dithiothréitol »

Afin de détecter rapidement Iles métabolites contenant le motif
déshydroaminoacide dans les extraits microbiens, un produit commercialisé, le
dithiothréitol, a été employé’’. Ce produit forme une liaison covalente avec les alcénes
actifs des molécules d’intérét par une addition nucléophile 1,4 (Figure 26A).

Une différence de 154 Da des produits des extraits avec la sonde et ceux sans
la sonde sera détectée par spectrométrie de masse si les produits d’intérét sont
présents (Figure 26B).

76 |bid.
T Cox, et al., ACS Chemical Biology, 2014, 9, 2014-22.
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Figure 26 : Réactivité de la sonde « dithiothréitol » et la détection de la présence du
compose d’intérét par comparaison les spectres de masse des extraits avec et sans
I'ajout de la sonde (figure adaptée de I'article de Courtney L. Cox et al.)’®

Cette sonde a permis de découvrir une nouvelle molécule thiopeptidique, la
cyclothiazomycine C (Figure 27) a partir de WC-3908, une des 23 souches
d’actinomyceétes testées. Ces 23 souches ont été priorisées par I'approche génomique
en cherchant la présence de clusters de génes de biosynthése des thiopeptides.
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Figure 27 : Structure de la molécule cyclothiazomycine C

e Sondes chimiques pour détecter les intermédiaires de la voie de biosynthése
des polyacétates

Différentes sondes chimiques interagissant avec les intermédiaires de la voie de
biosynthése des polyacétates ont été développées par I'équipe de M. Tosin’®. Ces
sondes entrent en compétition avec l'unité malonique greffée a 'ACP (Acyl Carrier
Protein) pour réagir avec les intermédiaires attachés a la « cétosynthase »
(ketosynthase), au cours de la biosynthése des polyacétates (Figure 28).
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Figure 28 : Mécanisme de réaction des sondes réagissant aux intermédiaires des
polyactétates (figure adaptée a partir de I'article de Elena Riva et al.)®

Ces sondes sont particulierement intéressantes car elles peuvent étre ajoutées
directement dans le milieu de culture pour intégrer la voie de biosynthése des
polyacétates, permettant une exploration in vivo de la diversification des polyactétates.

La fermentation des mutants de la souche Streptomyces lasaliensis (mutation
au niveau de la protéine ACP) en présence de ces sondes a permis la découverte
d’'une nouvelle molécule polyacétique dérivée de la lasalocide A (Figure 29).

® Riva, et al., Angewandte Chemie, 2014, 53, 11944-9.
80 |bid.
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Figure 29 : Structure de la nouvelle molécule dérivée de la lasalocide A, formée par
l'interaction des sondes chimiques aux intermédiaires des polyacétates
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e Notre source « exotique » : les mattes de « Kopara »

Comme cité précédemment, les environnements aquatiques atypiques sont des
sources prometteuses pour la recherche des nouvelles molécules portant une activité
biologique. L’objectif de ce projet de thése est d’explorer une source exotique appelée
les mattes de « Kopara ». Ces mattes se trouvent en Polynésie frangaise, sur les bords
d’atolls comme a Rangiroa8'.

1.1 Formation d’un atoll

D’aprés la théorie de Darwin®, un atoll est formé par le phénoméne volcanique
du point chaud et par le déplacement de la plaque Pacifique et enfin par le
développement du corail®3. Un point chaud est une zone de formation de magma qui
remonte jusqu’a la surface terrestre et perce la lithosphére indépendamment de la
configuration des plaques. Le magma se solidifie lorsqu’il émerge de la mer et devient
alors une Tle (hitps://tahitileblog.fr/).

Recifs coralliens | agon Lagon

ol =fle Récf frangeant Récif_barriére Atoll

Figure 30 : la formation d'un atoll selon la théorie de Darwin (Bernard Duyck -
https://tahitileblog.fr/)

Lorsque I'lle est formée, les récifs coralliens commencent a se développer

81 Simon-Colin, et al., Journal of Applied Microbiology, 2008, 104, 581-6.

82 Darwin, The structure and Distribution of coral reefs. Being the first part of the Geology of the voyage
of the Beagle, under the command of Capt. Fitzroy, R.N. during the years 1832 to 1836, Smith, Elder &
Co, 1842, 258.

8 Labrosse, Des iles hautes aux atolls : une histoire du plancher océanique, Planet Terre, 2010



verticalement autour de cette derniere, a des faibles profondeurs, ou la lumiere est
présente en abondance. Ce type de récif est appelé « récif frangeant ». Lorsque la
plaque océanique s’éloigne de la dorsale, sa densité augmente, elle refroidit puis elle
s’enfonce, entrainant avec elle les iles volcaniques, la ceinture de récif corallien se
détache ensuite de I'ile. Les coraux poursuivent leur croissance verticalement afin de
se rapprocher de la surface et donc de la lumiére, entrainant la formation d’'une
barriere. Finalement, I'ile disparait sous la surface océanique en laissant une barriere
corallienne entourant un lagon ouvert ou fermé, que I'on appelle un atoll (Figure 30).
(https://tahitileblog.fr/).

Cependant, une étude récente réalisée par Stéphan Jorry, un géologue a
I'Institut frangais de Recherche pour I'Exploitation de la Mer, et son collegue, André W.
Droxler, de I'université Rice (Etats-Unis), a montré que les atolls ne se sont pas formés
comme décrit dans la théorie de Darwin®. D’aprés ces chercheurs, la fluctuation du
niveau des océans au cours des eres géologiques n’a pas été prise en compte par
Darwin. En effet, ils ont proposé un nouveau modéle de formation des atolls en se
basant sur le phénoméne karstique et des études sur les fluctuations du niveau de la
mer au cours des 5 derniers millions d'années de différents atolls (Maldives, Mururoa,
Funafuti et Bassas da India).

Selon eux, I'histoire de la formation des atolls commence il y a 3,2 millions
d’années et a cette époque, le niveau de la mer est encore stable, des plates-formes
sédimentaires se développaient donc sur les hauts fonds océaniques. Il y a 2,5 millions
d’années, les fluctuations du niveau de la mer devenaient plus importantes, ces
plateformes sont alors tantét immergées, tantét émergées. De plus, lorsqu’elles sont
émergees, une dissolution maximale du calcaire au niveau central des plateformes et
une dissolution minimale au niveau des bordures par la pluie entrainent une
dépression centrale karstique entourée de bordures surélevées. Lors de période
d'immersion, dans des conditions favorables, les coraux occupent les bordures des
plateformes et se développent verticalement selon les montées successives du niveau
de la mer. lls forment des anneaux de corail qui entourent des lagons profonds, d’ou
I'origine des atolls (Figure 31) (https://wwz.ifremer.fr/).

84 Droxler and Jorry, Annual Review of Marine Science, 2021, 13, 537-573.

8 Les atolls ne se sont pas formés comme I'expliquait Darwin ! https://wwz.ifremer.fr/Actualites-et-
Agenda/Toutes-les-actualites/Les-atolls-ne-se-sont-pas-formes-comme-l-expliquait-Darwin
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Figure 31: Formation des atolls selon le modéle karstique®®

1.2 Formation et composition des mattes de Kopara

Sur les bords de l'atoll de Rangiroa, des mattes microbiennes se forment en
développant des sédiments plus ou moins gélatineux avec une stratification verticale,
composée de plusieurs fines couches riches en matiéres organiques (les « couches
rouges » sur la Figure 32) et en matiéres minérales qui sont généralement composées
de carbonate de magnésium pur (les « couches blanches ») (Figure 32). Ces mattes,
souvent appelées « mattes de kopara » par les habitants de I'archipel des Tuamotu,
sont a comparer aux plus anciennes formes de vie sur terre que I'on connait sous le
nom de « stromatolithes »%".

La stratification verticale est due a la distribution des micro-organismes selon
des gradients de lumiére, d’'oxygéne, d’humidité, de sulfure et de pH en fonction des
besoins physiologiques. Le gradient de pH varie entre 6 et 10,5, la salinité entre 5 g/L

8 Droxler and Jorry, Annual Review of Marine Science, 2021, 13, 537-573.
87 Lacombe, et al., 50 ans de recherche pour le développement en Polynésie frangaise, 2013,



et 42 g/L, la température moyenne est de 20 °C pendant la nuit et peut aller jusqu’a 42
°C vers midi et I'intensité lumineuse varie, elle, d'un site a I'autre®.

Chaque strate des mattes de kopara est donc constituée par différents types de
micro-organismes qui sont autant de nouvelles sources potentielles de molécules
intéressantes dues a leur capacité a survivre dans des écosystémes aux parametres
physico-chimiques fluctuants.

Les premiéres couches de Kopara situées a la surface sont dominées par des
cyanobactéries et les organismes qui utilisent la lumiere comme une source d’énergie.
Ces couches se présentent sous différentes couleurs : oranges, brunes, vertes et
noires lorsqu’elles sont asséchées.

La diversité des bactéries est également influencée par la salinité. A faible
salinité, les mattes microbiennes présentent des couches vertes a la surface dominées
par les cyanobactéries de type Phormidium. Au contraire, a fort degré de salinité, les
tapis avec des couches oranges a la surface sont dominés par des cyanobactéries de
type Schizothrix®.

Juste en dessous des premiéres couches, les bactéries phototrophes sulfo-
oxydantes forment une trés fine couche rose-violette. Plus bas, les couches épaisses
et riches en pigments caroténoides ont été formées par les anciennes cyanobactéries
et les bactéries sulfo-oxydantes en absence de la lumiére et d’oxygéne®. La
distribution, l'activité et la classification des bactéries qui se développent dans de telles
associations sont trés peu connues a ce jour®'.

88 Raguéneés, et al., Current microbiology, 2004, 49, 145-51.

8 Che, et al., Canadian Journal of Microbiology, 2001, 47, 994-1012.
% Rougerie, Tahiti Pacifique, 1995, 42-43.

91 Guézennec, et al., Process Biochemistry, 2011, 46, 16-22.



Figure 32 : lllustration d'une stratification de la matte de kopara (figure reprise in
extenso de I'article de Guézennec, et al.)*?

Les cyanobactéries sont connues pour développer des mécanismes efficaces
de protection contre le rayonnement UV-B. En effet, une caractéristique unique de
certaines cyanobactéries est leur capacité a se protéger contre la photo-oxydation qui
leur est toxique et & maintenir leur croissance sous un rayonnement solaire élevé®.

Elles sont également connues pour la production d'un grand nombre de
couches stratifiées visqueuses en raison de |'excrétion d'exopolysaccharides (EPS).
Dans la plupart des mares analysées a ce jour, les niveaux les plus éleves
d'exopolysaccharides, allant jusqu'a 50 mg d'EPS/g de poids sec, ont été trouvés dans
les couches supérieures. La proportion d'exopolysaccharides diminue nettement avec
l'augmentation de la profondeur et négligeable au-dela de 8 cm®:.

Les exopolyméres aident les micro-organismes a survivre aux changements de
conditions environnementales. Grace a plusieurs propriétés physico-chimiques
intéressantes de ces exopolymeéres telles que la capacité de stabiliser, épaissir,
gelifier, former des films et retenir I'eau, les polysaccharides sont souvent employés
dans de nombreux secteurs industriels comme les détergents, la peinture, dans les
industries alimentaires, dans le domaine pharmaceutique en tant que systéme
d’administration de médicaments®.

Les polysaccharides sont également utilisés dans le domaine cosmétique en
tant que produit anti-age en association avec les vitamines, les protéines, les peptides,
les enzymes et les coenzymes. Les propriétés biogéochimiques des mattes de kopara
et la formation de dépbts de phosphorite dans le « kopara » ont été également

92 |bid.

9 Charpy-Roubaud and Larkum, Coral Reefs, 2005, 24, 622-628.
9 Guézennec, et al., Process Biochemistry, 2011, 46, 16-22.
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étudiées.

De nos jours, il n’existe aucune étude sur la recherche de nouvelles molécules
bioactives a partir de cette source. Dans ce qui va suivre, nous détaillerons la stratégie
employée pour explorer cette source d’'un point de vue microbiologique et chimique.

e Stratégie de priorisation des micro-organismes des mattes de kopara

Dans cette section, nous détaillerons les différentes étapes relatives au préléve-
ment des échantillons des mattes de Kopara, I'isolement des micro-organismes a partir
de ces mattes ainsi que la stratégie de priorisation des micro-organismes en fonction
de nos critéres.

. Acces a la source : Mattes de Kopara

Une collaboration avec I'entreprise Pacific Biotech®” située a Tahiti nous a
permis d’avoir acces a cette source exotique : « les mattes de kopara ». Xavier
Moppert a réalisé des prélévements dans le cadre de cette étude, a quatre points de
I'atoll de Rangiroa (Figure 33).

Pour chaque point, les échantillons ont été prélevés a différentes coordonnées
GPS et a différentes profondeurs. Chaque partie de matte prélevée présentait des
caractéristiques morphologiques spécifiques.

Les mattes prélevées au niveau du premier point proviennent des mares d’eau
saumatre. Au niveau du deuxiéme et troisieme point, les mares étaient peu profondes
et au quatrieme point, les mares étaient situées plus en profondeur. Un des points de
prélevement de la position numéro trois présentait une substance gélifiée rouge
flottante au milieu de la mare.

Finalement, nous avons obtenu 93 prélévements dont 56 échantillons de mattes
de Kopara et 37 écouvillonnages d’eau et d’animaux (trocas, bénitiers, éponges,
coraux) provenant de différents endroits de l'atoll de Rangiroa et a des profondeurs
différentes (de la surface a -20 cm de profondeur) ont été collectés.

% Richert, et al., European Journal of Phycology (0967-0262) (Taylor & Francis), 2006-08 , Vol. 41, N.
3, P. 259-279, 2006, 41,

97 https://pacificbiotech-com.webnode.fr/expertises/ - Une société de biotechnologie créée en 2006 et
basée sur I'lle de Tahiti (Polynésie frangaise) a pour objectif de rechercher, identifier et produire a
I'échelle industrielle des molécules innovantes valorisables dans les domaines de I'environnement, de
la chimie, de la cosmétique et/ou de la santé a partir de la biodiversité de Polynésie frangaise.
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Figure 33: Les prélevements des mattes de kopara (Pacific Biotech)

Isolement des souches basés sur leur morphologie

Pour explorer la diversité chimique des micro-organismes des mattes de
Kopara, nous avons commencé a isoler les micro-organismes de sept échantillons (17
a 23) collectés a partir de ces coordonnées GPS: 14°55'568.8"S 147°51'00.7"W
(Figure 34). Ces échantillons ont été collectés au milieu de la mare pour éviter la
contamination des sédiments du bord. Ce sont donc les échantillons les plus
homogeénes et représentatifs des mattes de Kopara.
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Figure 34: Les sept échantillons collectés au méme endroit a différentes profondeurs.

Les micro-organismes de ces sept échantillons ont été isolés selon les
procédures décrites dans la Figure 35. Tout d’abord, les échantillons ont été
homogénéisés dans l'eau stérile, puis partagés en deux séries: une série a
température ambiante et une autre chauffée au bain-marie a 50 °C pour éliminer
certaines bactéries moins résistantes.

Ces suspensions, aprés décantation, ont été ensemencées dans différents
milieux de culture marins et non marins afin d’optimiser la culture des micro-
organismes (Figure 35).
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Figure 35: Les procédures d'isolement des souches. Les différents milieux de culture



sont rapportés a droite de la figure.

Nous nous sommes intéressés prioritairement aux micro-organismes formant
des filaments tels que les champignons filamenteux et les actinomycétes car ces
derniers sont des producteurs connus des métabolites bioactifs®.

Nous avons donc sélectionné les micro-organismes en nous basant sur leur
morphologie. Les différentes cultures ont été observées au quotidien et le repiquage
des micro-organismes d’intérét a été réalisé plusieurs fois afin d’obtenir des colonies
de souches pures (Figure 36). Les souches pures ont été ensuite stockées a —20 °C
dans 20 % de glycérol.

AlBFe+C -20°C
Glycérol/Eau
isolement purification Colonie 80/20
—_— —_— isolée —  Stockage

PDB

Figure 36: Repiquage des micro-organismes.

c. Priorisation des micro-organismes en utilisant les réseaux moléculaires

Afin de sélectionner les micro-organismes intéressants, nous avons utilisé la
stratégie de priorisation fondée sur I'utilisation des réseaux moléculaires (Figure 37).

% Berdy, J Antibiot (Tokyo), 2012, 65, 385-95.
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Figure 37: « Workflow » de la stratégie de priorisation fondée sur les réseaux
moléculaires

Pour cette étude, la stratégie de priorisation a été adaptée a notre objectif de
recherche, soit, la découverte de nouvelles substances microbiennes bioactives. Le
parti pris pour atteindre cet objectif a d’abord été d’explorer I'espace chimique des
macrocycles en ciblant des molécules de masse élevée. En effet, des molécules
majeures de I'arsenal thérapeutique telles que la ciclosporine, le tacrolimus (FK506)
et la rapamycine font partie de cet espace chimique particulier.

Au-dela de ce critére de masse moléculaire et pour augmenter nos chances de
sélectionner des souches microbiennes productrices de famille de molécules
nouvelles, nous avons décidé d’exploiter la topologie dictée par la représentation des
données de spectrométrie de masse en tandem en réseaux moléculaires. En effet, le
postulat ici repose sur le fait que si des molécules (ici des ions), provenant de souches
taxinomiquement homogenes (a I'échelle du genre ou de la classe), s’organisaient
sous la forme de familles isolées au sein d’'un réseau moléculaire global, nous
pouvions espérer détecter une famille chimique spécifique a une souche. De plus, en
appliguant les difféerentes opérations de déréplication (données SM/SM
expérimentales et in silico (ISDB%, NAP'%) ainsi que la recherche de formule brute

% In-Silico MS/MS DataBase
190 Network Annotation Propagation



dans le DNP®'?"), nous augmenterions les chances de cibler des molécules nouvelles.

En raison de la richesse de la diversité microbienne des échantillons 19 et 20,
ces derniers ont été choisis pour réaliser des études approfondies. Pour I'’échantillon
19, nous avons priorisé les micro-organismes selon les criteres détaillés
précédemment.

Cependant, pour I'échantillon 20, nous avons ajouté le critére de l'activité
biologique des souches. Nous avons ainsi sélectionné les souches qui ont montré une
activité antibiotique sur les bactéries suivantes : Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Micrococcus luteus.

A noter que, pour les deux échantillons, la granularité de la taxonomie des micro-
organismes était grossiére, nous les avons donc distingués seulement par leur
morphologie.

Les réseaux moléculaires de I'’échantillon 19

Afin de construire le réseau moléculaire global des micro-organismes de
I'échantillon 19, ces derniers ont été cultivés a petite échelle en culture solide et liquide
avec la résine Amberlite® XAD-16.

La technique de culture avec la résine a été employée depuis longtemps au
laboratoire afin de capter les métabolites sécrétés par les micro-organismes pendant
la culture. Cette technique permet de mieux concentrer les métabolites, de capter les
intermédiaires de biosynthése et de faciliter I'extraction des molécules d’intérét'%2,

Aprés 7 jours de culture pour la condition liquide et entre 10-15 jours pour la
condition solide, les métabolites des micro-organimes ont été extraits.

Les extraits bruts ont été analysés par CLUHP-HRSM/SM'% (en mode positif).
Les données obtenues ont été ensuite traitées par MZmine 2.53'% puis organisées en
réseau moléculaire en utilisant le « Feature-based molecular networking’® » (Figure
37).

Nous avons réparti les données CLUHP-HRSM/SM en trois groupes en fonction
de la taxinomie des souches (champignons, actinomyceétes et bactéries (autres que
actinomyceétes)). A noter que, nous avons isolé 4 bactéries, 26 actinomycétes et 8

191 Dictionary of Natural Produtcs

192 | e Goff, et al., Marine Drugs, 2019, 17, 678.

193 Chromatographie Liquide Ultra-Haute Performance couplée a la spectrométrie de masse en tandem
104 Pluskal, et al., BMC Bioinformatics, 2010, 11, 395.

%5 Nothias, et al., Nature Methods, 2020, 17, 905-908.



'ISDB'%¢ afin d’annoter nos trois réseaux

moléculaires. Nous avons également appliqué une pondération taxinomique'’ pour
La Figure 38 montre le réseau moléculaire des actinomycétes de I'échantillon

19, dans lequel la couleur de chaque nceud correspond a une souche. Dans ce réseau,

Nous avons ensuite utilisé
on s’intéressera particulierement a des clusters « monocouleurs » qui regroupent des

nos réseaux moléculaires afin d’obtenir les cinqg meilleurs résultats parmi les 50
ions correspondant a une famille de molécules produite a partir d’'une souche. De plus,
un accent sera mis sur les clusters contenant des m/z élevés (m/z > 400, rappelant
des molécules macrocycliques) avec trés peu ou sans annotations GNPS et/ou ISDB.

champignons a partir de I'’échantillon 19.
proposeés par I''SDB.
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En utilisant le réseau moléculaire, nous avons priorisé huit souches dont quatre

Exemple des clusters « monocouleur » intéressants provenant d’'une souche et ceux
« multicouleur » regroupant des molécules produites par plusieurs souches, ceux qui

Figure 38. [A] Réseau moléculaire global des actinomyétes de I'échantillon 19. [B]
ne sont pas, a priori, intéressants selon nos critéres.

196 Allard, et al., Analytical Chemistry, 2016, 88, 3317-23.
07 Rutz, et al., Frontiers in Plant Science, 2019, 10, 1329.




actinomycetes, trois champignons et une bactérie. Un des actinomycétes a été choisi
pour des études approfondies.

Les réseaux moléculaires de I’échantillon 20

Nous avons également employé la stratégie de priorisation fondée sur les
réseaux moléculaires pour prioriser les souches de I'échantillon 20. En plus des
critéres employés pour étudier les souches de I'échantillon 19, nous avons utilisé en
complément, I'outil NAP'® pour annoter les réseaux moléculaires des souches de
I'échantillon 20. Les souches priorisées doivent produire des molécules originales et
en méme temps avoir des activités sur les bactéries testées.

Priorisation basée sur I'utilisation des sondes chimiques

En complément de la priorisation des micro-organismes basée sur I'exploitation
des réseaux moléculaires, une stratégie complémentaire fondée sur l'utilisation de
sondes chimiques a été employée dans ce projet.

Deux sondes chimiques ont été utilisées pour I'exploration ciblée de I'espace
chimiques des micro-organismes de I'échantillon 19 avec notamment la sonde 5-
bromo-2-nitrosopyridine (Figure 24) et la N-(4,6-dioxoheptyl) décanamide (Figure 39),
une des sondes qui détecte les intermédiaires de biosynthése des polyacétates
décrites dans la partie « Sondes chimigues pour détecter les intermédiaires de la voie
de biosynthése des polyacétates ».

o)
/\/\/\/\)J\N/\/\[(\H/OCH?’
H O O
Figure 39 : Structure de la sonde N-(4,6-dioxoheptyl) décanamide

La sonde 5-bromo-2-nitrosopyridine a été incubée dans différents extraits des
micro-organismes de I'échantillon 19 (Culture a « petite échelle » et « grande échelle
»). Les extraits avec et sans sonde ont ensuite été analysés par CL-SM/SM avant et
apreés injection de la sonde. Un réseau moléculaire de ces différents extraits avec et
sans sonde a éteé realisé.

La sonde N-(4,6-dioxoheptyl)décanamide est plus prometteuse car elle peut étre
ajoutée directement dans le milieu de culture. De ce fait, cette sonde a été employée
dans l'isolement guidé des molécules du Streptomyces albidoflavus 19-S21 (voir
Etude approfondie de la souche Streptomyces albidoflavus 19-S21).

Dans la partie de priorisation basée sur les sondes chimiques, seuls les résultats

198 da Silva, et al., PLoS computational biology, 2018, 14, e1006089.



de la sonde N-(4,6-dioxoheptyl) décanamide sur la souche Streptomyces albidoflavus
19-S21 seront détaillés. Les résultats de la sonde 5-bromo-2-nitrosopyridine
nécessitent d’étre valorisés.
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CHAPITRE Ill : ETUDE APPROFONDIE DES MICRO-
ORGANISMES PRIORISES

1.1 ETUDE DES MICRO-ORGANISMES PRIORISES DE L’ECHANTILLON 19
o FEtude approfondie de la souche Streptomyces albidoflavus 19-S21

La souche de I'actinomycete 19-S21 a été priorisée en raison de sa production de
molécules de hautes masses moléculaires regroupées dans des clusters
« monocouleur » avec trés peu d’annotations (Figure 40).

—

Figure 40. La souche Streptomyces albidoflavus 19-S21 avec quelques exemples de
ses clusters « monocouleur »

En analysant la phylogénie basée sur la séquence d’ARNr 16S, la souche a été
identifiée comme appartenant a I'espece albidoflavus (Figure 41). Comme toutes les
espéces de ce clade (S. canescens, S. champvatii, S. coelicolor, S. felleus, S.
globisporus ssp caucasicus, S. griseus ssp. solvifaciens, S. limosus, S. odorifer, S.
sampsonii) ont été classées comme des synonymes hétérotypiques de S.
albidoflavus?®, nous avons nommé la souche Streptomyces albidoflavus 19-S21 avec
le numéro d'accession dans GenBank® MW446171.

99 Rong, et al., Systematic and Applied Microbiology, 2009, 32, 314-22.



'W{ Streptomyces odorifer DSM 40347 (Z76682)
- Streptomyces albidoflavus 19-S21 (MW446171)
Streptomyces griseus subsp. solvifaciens CGMCC 4.1845 (AY999871)
Streptomyces felleus DSM 40130 (Z76681)
Streptomyces champvatii NRRL B-5682 (DQ026642)
99_ Streptomyces albidoflavus DSM 40455 (Z76676)
Streptomyces canescens DSM 40001 (Z76684)
Streptomyces coelicolor DSM 40233 (Z76678)
65 Streptomyces globisporus subsp. caucasicus NBRC 100770 (AB249937)

Streptomyces limosus DSM 40131 (Z76679)

Streptomyces sampsonii DSM 40394 (Z76680)

Streptomyces intermedius DSM 40372 (Z76686)
97

Streptomyces diastaticus NBRC 3714 (AB184785)
88

Streptomyces gougerotii DSM 40324 (Z76687)
88

Streptomyces rutgersensis subsp. rutgersensis DSM 40077 (Z76688)
Streptomyces eurythermus ATCC 14975 (D63870)
100 Streptomyces lavenduligriseus NBRC 13045 (AB184382)
Streptomyces albus subsp. pathocidicus NBRC 13812 (AB184501)
ﬂmyces hebeiensis YIM 001 (AY277529)
Streptomyces aomiensis NBRC 106164 (AB522686)
Streptomyces scabrisporus KM-4927 (AB030585)

Figure 41. Arbre de proximité phylogénétique obtenu a partir de l'alignement de la
séquence d'ARNr 16S de l'isolat et de Streptomyces spp. du groupe d’especes
albidoflavus

99

Nous utilisons les billes de résine pour capter les métabolites des micro-
organismes qui sont excrétés pendant la culture (Culture a « petite échelle » et «
grande échelle ») En culture liquide, les résines sont souvent piégées dans les
filaments des micro-organismes, ce qui rend les profils analytiques des extraits bruts
des résines-biomasses plus complexes et donc plus difficiles pour purifier des produits
intéressants. Par conséquent, nous avons développé une nouvelle technique de
culture, appelée SPEED (Solid-Phase Extraction Embedded Dialysis)''°. La souche
Streptomyces albidoflavus 19-S21 a été choisie comme un cas d'étude afin de
développer cette nouvelle technique de culture.

e La technique Solid-Phase Extraction Embedded Dialysis (SPEED)

"0 Mai, et al., Marine Drugs, 2021, 19, 371.



Cette nouvelle technologie de culture a été développée afin d’empécher
I'agrégation de la biomasse des micro-organismes sur les billes de résine. Le dispositif
SPEED comprend deux parties : une poche de dialyse interne et une enveloppe
externe en nylon (Figure 42). La poche de dialyse interne permet de filtrer les
molécules, seules les molécules avec la masse moléculaire appropriée peuvent
passer du liquide de culture vers la résine.

Nylon filter cloth tube (NFC) Dialysis tubing cellulose membrane "‘Nylon filter Cloth (NFC) 106 microns (150 mesh) (Ypool A
| (DT) filled with amberlite XAD-16 resin Home Supplies Store, China) (22 x 5.5 cm)

The SPEED tube

Dialysis tubing cellulose membrane (DT) , typical
molecular weight cut-off = 14.000, (Sigma-Aldrich, Lyon,
France) (22 x 4.3 cm)

The SPEED tube components

—_ —_
1 - Sterilisation of the medium containing the SPEED tube
2 - Inoculation and cultivation of the strain
3 - Removal of the the NFC layer, washing of the DT with
water and recovery of the resin
PDB Culture medium Sterilisation Cultivation Resin recovery, washing
On rotary shaker and elution

Figure 42. Représentation schématique de la technologie SPEED

Cette technique emploie une poche résistante a la chaleur, ce qui nous permet
de la stériliser directement dans le milieu de culture. Nous pouvons donc ensemencer
les souches dans des conditions stériles.

e Application de la technologie SPEED sur la souche Streptomyces albidoflavus
19-S21

Afin de maximiser la diversité des métabolites de la souche Streptomyces
albidoflavus 19-S21, cette derniére a été cultivée dans différentes conditions de culture
- solide et liquide - dans le milieu PDB (Potato Dextrose Broth) en présence ou
absence de billes de résine (Figure 43).

Boite BoiteRésinein-situ Liquide Nylonseul  Liquide Résine in-situ Liquide SPEED



Figure 43. Différentes conditions de culture solide et liquide de la souche
Streptomyces albidoflavus 19-S21.

Aprés 11 jours de culture, les expériences dans les différentes conditions ont
éte traitées selon le protocole classique (voir la partie Extraction des métabolites des
micro-organismes). Pour la culture solide sans résine, la gélose a été découpée a
'aide d’'une spatule et séchée a 50°C afin d’enlever 'eau présente dans la gélose
avant I'extraction. Pour les autres conditions avec la résine, cette derniére a été
récuperee et lavée avant I'extraction. Comme la technique SPEED est récente, nous
allons détailler le traitement des expériences utilisant ces conditions de culture
particuliéres.

Figure 44. Difféerence entre la technique de culture “classique” et la technologie
SPEED. [A] Culture liquide classique avec résine. [B] technique de culture SPEED.
[C] La poche de culture SPEED apres avoir enlevé le biofilm. [D] Poche de culture
SPEED entourée par une couche de biofilm. [E] Agrandissement d’'une partie de [D]
montrant la couche de biofilm attachée a la poche de nylon externe.

Comme décrit précédemment, 'avantage principal de la technologie SPEED est
de séparer in situ la biomasse des micro-organismes des résines. La poche de dialyse
interne avec un seuil de coupure de 1,4 kD présente un autre avantage : elle permet
de “trier” les masses des molécules, ce qui implique la possibilité de discriminer la
masse des molécules biologiques de hautes masses moléculaires des métabolites
spécialisés'".

" Lamichhane, et al., Comprehensive Analytical Chemistry, 2018, 82, 387-413.



En comparant cette technique a la culture liquide classique ou le milieu de
culture était trouble, la technique SPEED offre un milieu de culture propre et limpide
(Figure 45A, B). La souche s’accroche sur la poche de nylon externe et forme un
biofilm autour de la poche (Figure 45D, E). Le tube SPEED a été récupéré
soigneusement aprés 11 jours de culture. La couche de biofilm a été retirée en la
grattant sous I'eau avec précaution permettant de récupérer la poche de dialyse sans
la contaminer ni I'abimer (Figure 45A, B).

Figure 45. Poches de dialyse interne (récupérées et rincées). [A] Poches de dialyse
interne de condition SPEED de la souche Streptomyces albidoflavus 19-S21, [B]
L’agrandissement du sac montrant la couleur des billes de résine.

e Exploration chimique de la souche Streptomyces albidoflavus 19-S21 en utili-
sant les réseaux moléculaires

4.1 Exploration du réseau moléculaire de la Streptomyces albidoflavus 19-S21

Toutes les conditions de culture ont été traitées et extraites par I'acétate d’éthyle
puis le méthanol. Tous ces extraits bruts ont ensuite été analysés en CL-SM/SM pour
construire un réseau moléculaire global de la souche Streptomyces albidoflavus 19-
S21 (Figure 46).
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Figure 46. Les étapes pour construire le réseau moléculaire global de la souche

Tous les données SM/SM des extraits ont été traitées par Mzmine2.53"'2 et puis
téléchargées sur la plateforme GNPS''® afin de créer un réseau moléculaire de la
souche Streptomyces albidoflavus 19-S21, cultivée en différentes conditions de
culture. Ce réseau comprenait 2714 noceuds et 136 clusters.

Le réseau moléculaire de cette souche a permis de visualiser une partie de sa
diversité chimique en fonction des conditions de culture. Nous observons dans ce
réseau moléculaire :

- Un cluster contenant des surugamides, une famille d’octapeptides cycliques
initialement isolées a partir de Streptomyces marin sp. JAMM992, a été mis en
évidence uniquement en condition de culture solide (Figure 47A).

- Un cluster a sidérophores de type desférioxamines, principalement retrouvé
dans les extraits méthanoliques et en condition de culture liquide (Figure 47B).

- L'antimycine A1 et trois autres antimycines (antimycines A2, A3 et A4) ont été
annotées et produites par la souche dans différentes conditions de culture (Figure 47C
et Figure 69). Les antimycines comprennent divers squelettes en fonction de la taille
de la lactone et de ses substitutions. Ces composés ont été décrits chez de nombreux
Streptomyces et présentent des activités biologiques intéressantes, telles que des
activités antifongiques, insecticides, nématocides, en raison — notamment — de leur
capacité a bloquer le transport des électrons dans les mitochondries. Plusieurs classes
d'antimycines ont également été signalées comme possédant de puissantes activités
anti-inflammatoires et antitumorales'4115,

"2 Pluskal, et al., BMC Bioinformatics, 2010, 11, 395.

"3 Wang, et al., Nature Biotechnology, 2016, 34, 828-837.
"4 |ju, et al., Natural Product Reports, 2016, 33, 1146.

"5 1, et al., Frontiers in Microbiology, 2017, 8, 678.
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Figure 47. Réseau moléculaire construit a partir de différents extraits bruts de la
souche Streptomyces albidoflavus 19-S21. [A] Cluster de la famille des surugamides.
[B] Cluster des desferrioxamines. [C] Clusters des antimycines et [D] Cluster des
molécules non annotées produites principalement dans les conditions SPEED. Les
contrdles représentent des extraits des résines seules dans des différentes conditions
de culture et des extraits de la gélose PDB, sans la présence de la souche. EA = extrait
a l'acétate d’éthyle ; M = extrait au méthanol

4.2 Isolement de la tétrodécamycine

Un cluster avec des nceuds non annotés a été détecté dans le réseau
moléculaire. L'ion au m/z = 335,1459 [M+H]" a attiré notre attention car il a été produit
principalement dans la condition SPEED (Figure 47C). Afin de dérépliquer cette
molécule, la formule brute générée a partir de sa masse exacte a été recherchée dans
les bases de données AntiBase® (Wiley) et Dictionary of Natural Products®. Nous
avons trouvé 125 hits dans le Dictionary of Natural Products® dont un hit
correspondant a la tétrodécamycine, une molécule isolée a partir de Streptomyces



nashvillensis MJ885-mF8'16,

Afin de confirmer la déréplication basée sur le réseau moléculaire de ce
compose a m/z = 335,1459 [M+H]*, ainsi que les annotations des autres molécules
par le GNPS, l'extrait a I'acétate d’éthyle du milieu de culture obtenu dans les
conditions dites SPEED a été étudié. Les extraits bruts de toutes les conditions de
culture de la souche ont été également analysés par CLHP. La présence unique de la
molécule a m/z = 335,1459 (T: = 20,2 min) en condition SPEED a été confirmée en
comparant les profils CLHP-UV-DEDL""” analytiques des conditions de culture liquide
classique a celle du SPEED (Figure 47A,B).

o]
L
220004 A W Lo
200.00 SN o)
180.00 4 o \(‘"O
160.00 o
H H
140.00
S 120.00 3
23
= 100.00 4
80.00 4
60.00 :
40.00 4 :
H H
20.00 §
000y | i A 5

0.00

A — SR e e Minutes
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50

| y‘\ 1 Al
TV WL VW, | R W WS L Y 1| 7

........

Figure 48. Les profils de CLHP analytiques des conditions de culture liquide classique
et celle du SPEED. [A] Profil de CLHP-DEDL de SPEED (ligne continue) et de
condition classique (ligne pointillée). Selon les profils UV des composés, nous les
avons répartis en trois zones : [B] zone contenant la molécule a m/z = 335,1459,
dérépliquée en tant que tétrodécamycine, [C] zone contenant des antimycines et [D]
zone des acides gras

Afin d’isoler et de confirmer l'identité de la molécule a m/z = 335,1459
(C18H2206), I'extrait a l'acétate d’éthyle des conditions SPEED a été fractionné en
utilisant la chromatographie flash. La purification de cette molécule a été réalisée par
CLHP semi-préparative en phase inverse.

"6 Tsuchida, et al., J Antibiot (Tokyo), 1994, 47, 386-8.

"7 Chromatographie Liquide Haute Performance — Ultra-violet - Détecteur Evaporatif & Diffusion de
Lumiére
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Figure 49. Spectre HR-ESIMS en mode positif de la tétrodécamycine

La molécule a été identifiée comme étant la tétrodécamycine en comparant ses
données RMN 'H et '3C avec celles de la littérature (Figure 50, Figure 51)"8,
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Figure 50. Spectre RMN 'H de la tétrodécamycine dans CDCls (500 MHz)

8 Tsuchida, et al., J Antibiot (Tokyo), 1995, 48, 1104-9.
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Figure 51. Spectre RMN '3C de la tétrodécamycine dans CDCl3 (125 MHz)

Annotation in silico du réseau moléculaire de la souche par NAP

Nous avons reconstruit le réseau moléculaire en baissant le « cosine score » et
en ajoutant la tétrodécamycine dans la base de données GNPS''® afin d’identifier les
potentiels analogues des molécules identifiées (Figure 52A).

Nous avons ensuite utilisé un outil d’annotation in silico, Network Annotation Pro-
pagation (NAP) pour annoter notre réseau moléculaire. Cet outil intégré sur la plate-
forme du GNPS, est trés utile pour annoter les molécules qui n’'ont aucun match dans
les bases de données spectrales. Cet outil utilise MetFrag pour générer les spectres
in silico et reclasse les structures candidates en tenant compte de la topologie du ré-
seau moléculaire.

En utilisant le « fusion scoring », NAP a permis d’identifier un analogue de la
tétrodécamycine, la dihydrotétrodécamycine (m/z = 337,1647, [M+H]"). Cette molécule
représente une modification au niveau de la position 5-exo-méthyléne (Figure 52B).
La molécule m/z = 337,1647 a été isolée et identifiee. Sa structure a été confirmée en
comparant ses données spectroscopiques (HR-ESIMS et X-Ray) a celles dans la
littérature'0.

"9 Global Natural Products Social Molecular Networking

120 Tsuchida, et al., J Antibiot (Tokyo), 1995, 48, 1110-4.
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Figure 52. [A] Cluster de la tétrodécamycine et ses analogues. [B] Cluster de la
tétrodécamycine annoté par NAP. Les structures des nceuds ont été visualisées a
I'aide du logiciel Cytoscape® en utilisant I'outil ChemViz2. Le noeud en vert représente
'annotation expérimentale émanant du GNPS (tétrodécamycine). [C] Les cing
meilleures structures candidates du nceud encerclé en rouge proposées par NAP en
utilisant le « fusion scoring ».

Une molécule a m/z = 353,1596 [M+H]* sans annotation dans le méme cluster
a été detectée (Figure 52A). Nous avons supposé que cette molécule représente un
nouvel analogue de la tétrodécamycine (composé 1).

Une différence de 17 Da entre ces deux molécules indique que la molécule a
m/z = 353,1596 possédé un groupement hydroxyle supplémentaire. Sa formule brute
(C18H2407) a pu étre générée par MassHunter® a partir de ces données HR-ESIMS
([M+H]* = 353,1603) (Figure 53).
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Figure 53. Spectre HR-ESIMS en mode positif du composé 1

Les spectres RMN du proton 'H et du carbone *C de ce composé sont similaires
a ceux de la tétrodécamycine. La différence principale entre les spectres RMN 'H se
traduit par I'apparition du signal du méthyle en position 5 a 64 = 1,63 ppm sous la forme
d’'un singulet (Figure 54).

H,0 CH;0H-d,
\ \
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Figure 54 : Superposition des spectres RMN 'H de la tétrodécamycine (bleu, 500MHz,
CDCI3) et du composé 1 (rouge, 500MHz, CH3OH-d4)

Ce composé, 4-hydroxydihydrotétrodécamycine, a été décrit récemment a partir de
Streptomyces sp. HU051'?', une souche isolée d’'un échantillon de sol des monts
Huangshan dans la province de I'’Anhui.

21 Liu, et al., Bioorganic Chemistry, 2022, 119, 105573.



4.3 Formation spontanée des diméres vinylcyclobutanes de la tétrodécamycine

Pendant la procédure de purification, nous avons isolé deux nouvelles
molécules : la  spirobistétrodécamycine A  (composé 2) et la
spirobistétrodécamycine B (composé 3). Ce sont les premiers diméres de type
« vinylcyclobutanes » de la tétrodécamycine, isolés de de la souche Streptomyces
albidoflavus 19-S21.

Puisque les deux molécules présentent un cyclobutane qui relie les deux entités
de tétrodécamycine, nous nous sommes interrogés sur lorigine naturelle ou
artéfactuelle de ces deux molécules. Ces deux composés sont-ils des produits de
condensation spontanée de la tétrodécamycine par la lumiére'?? ?

4.3.1 Purification des deux diméres de la tétrodécamycine

Une analyse CL-SM d’un échantillon de tétrodécamycine exposé a la lumiére
naturelle a révélé la présence de nouveaux produits (Figure 55).
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Figure 55: Apparition de nouveaux produits dans la fraction contenant de la
tétrodécamycine. [A] Profil CLHP-DEDL analytique de cette fraction (date d’analyse :
08/12/2020). [B] Profil CLHP- DEDL préparative de la méme fraction avec I'apparition
des nouveaux produits (date d’analyse : 22/03/2021). Il y a un décalage au niveau du
temps de rétention en raison de la date d’analyse et de I'appareil (CLHP analytique en
haut et semi-préparative en bas)

122 | ju, et al., Natural Product Reports, 2021, 38, 1469-1505.



Elucidation structurale du composé 2

La spirobistétrodécamycine A (2) a été obtenue sous la forme d’un solide blanc
amorphe. Les analyses de masse haute résolution en mode positif de cette molécule
releve un ion moléculaire a m/z = 669,2906 [M+H]*, correspondant a la formule brute

CasH44012 et révéle la présence de quinze insaturations (Figure 56).

<10 6 [*ES! Scan (rt: 4.497 min) Frag=175.0V 19-521 SPEED AE F85-95 P2'.d
8 691.2733
691.2733
6_
669.2906
“ 33514911 0317
L Lol o
2 4 570 CEOBEMS vsahg/luass—to?(ggarge (r7n1/g)
7 *

124.0869 . - x * } 922.0098 1025.4138
N T { ., L — NN | L

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figure 56. Spectre HR-ESIMS en mode positif du composé 2

En explorant les spectres RMN'23 du 'H et du '3C de ce composé, nous n’avons
détecté que la moitié des signaux de proton et de carbone attendus. De plus, nous
avons noté que ces signaux étaient similaires a ceux de la tétrodécamycine (Figure

57).

La différence principale entre les spectres RMN de ces deux molécules est le
changement du signal des protons du méthyléne en position 5 et le changement du
déplacement du carbone quaternaire en position 4 (6c = 86,9 ppm). Ces protons sont
non équivalents et sont représentés par deux doublets dans la tétrodécamycine (o =
526 ; 540, 6c = 97,0 ppm) tandis qu’ils deviennent équivalents dans la
spirobistétrodécamycine A. Nous avons observé un singulet pour ces protons (on =
2,64, dc = 25,8 ppm) (Figure 57).

123 Résonance magnétique nucléaire
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Figure 57 : Superposition des spectres RMN 'H de la tétrodécamycine (rouge, 500
MHz, CDCIz) et du composé 2 (bleu, 500 MHz, CH30OH-d4).

De plus, une étrange corrélation '"H-'3C HMBC'?* du proton H-5 a son carbone
C-5 a attiré notre attention. En inspectant attentivement cette corrélation, nous avons
finalement découvert qu’elle vient des corrélations entre les proton H-5/H-5 et les
carbones C-5/C-5’ (Figure 58). Ces observations nous ont permis de conclure que ce
composé est un homodimére spiro A%F-buténolide de la tétrodécamycine.
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Figure 58. Détails des corrélations 'H-'C HMBC pour le composé 2 (500 MHz,

CH3OH-da)
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Figure 59. Corrélations COSY'?, ROESY'?6 et HMBC du composé 2 (500 MHz,

CH3OH-da)

Les données issues de linterprétation des spectres RMN du proton 'H, du
carbone 3C, de 'HSQC et de 'HMBC sont résumées dans le Tableau 1 suivant :

Tableau 1: Déplacements chimiques des protons (500 MHz, CH3OH-d4) et des

carbones (125 MHz, CH30H-d4) du composé 2

Position ox, mult, J in Hz Oc (ppm) HMBC
11 i 168,6 i
22 i 101,6 i
3/3 i 178.8 i
44 i 86,9 i
5/5 2,64 (2H, 5) 25.8 C3,4,5/C3.,4,5
6/6 i 196,9 i
77 i 54,5 i
C6,7,9 13 14,
8/8 | 1,38 (1H,dd, J= 12,2, 4,2 Hz) 44,1 17/C-6’, 7°.9°, 13",
14’17’
C17,13
, 1,33 (1H, m) c-8/
911,66 (1H, dd, J = 12,4, 3,1 Hz) 24,7 C-17°,13’
Cc-8’
, 116 (1H, m)
10710 1,74 (1H. br d, J = 12,4 Hz) 27,1 )
, 1.48 (1H, m)
11/11 57 (11 21,9 i
1212 1,23 (1H, m) 40,3 C11

125 COrrelated SpectroscopY
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2,11 (1H, d, J = 14 Hz) C-8, 10, 13/
c-11°
c-8,10’, 13’

13/13’ - 69,6 -

, C-12, 15, 16, 18/
14/14 3,58 (1H, br s) 80,1 CA2’ 15 16" 18

, _ C-3,7, 14/
15/15 4,96 (1H, br d, J = 2,8 Hz) 95,4 Ca’ 7" 14

, _ C-6,7,17, 18/
16/16° | 2,85 (1H, qd, J = 7,5, 2,9 Hz) 33,8 C6 7 1718

, C-6,7, 8, 16/
17/17 1,21 (3H, s) 17,9 C6 7 816

, _ C-7, 15,16/
18/18 1,01 (3H, d, J = 7,4 Hz) 13,7 C7 15 167

Il existe deux régio-isoméres possibles pour les dimeres possédant un cycle a

quatre chainons : cyclobutane 1,2-disubstitué et 1,3-disubstitué'?’.

En se penchant sur le mécanisme de dimérisation de la tétrodécamycine, les
différents diastéréoisoméres de deux diméres ont été proposés (Figure 60). Comme
les protons CH2 en position 5 et 5’ apparaissent sous forme d’un singulet (on = 2,64
ppm) au lieu d’'un multiplet, le régio-isomére de type cyclobutane 1,3-disubstitué (A)

(Figure 60) a été retenu pour le composé 2.

127 Poplata, et al., Chemical Reviews, 2016, 116, 9748-815.
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Figure 60 : Les différents diastéréoisoméres possibles résultant de I’'hnomodimérisation
de la tétrodécamycine formés par la réaction de photocycloaddition [2+2]

e Elucidation structurale du composé 3

Le composé 3, la spirobistétrodécamycine B, a été obtenu sous forme cristalline
blanche. Les analyses de masse haute résolution en mode positif de cette molécule
releve un ion moléculaire a m/z = 669,2910 [M+H]*, correspondant a la formule brute



CasH44012 et révéle la présence de quinze insaturations (Figure 61).
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Figure 61. Spectre HR-ESIMS en mode positif du composé 3

Ses données RMN du proton 'H et du carbone 'C ont également montré la
moitié des signaux protons et carbones attendus. Cela suggérait que ce composé
pourrait étre un deuxieme homodimére de la tétrodécamycine.

Cependant, la multiplicité des protons méthyléniques en position 5 et 5’ (o1 =
2,62 ; 2,67, dc = 25,5 ppm) apparaissant sous forme de multiplet, contrairement a la
forme singulet chez la spirobistétrodécamycine A (On = 2,64, oc = 25,8) (Figure 62).
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Figure 62. Superposition des spectres RMN 'H du composé 2 (bleu, 500 MHz,
CH30H-d4) et du composé 3 (rouge, 600 MHz, CH3zOH-d4)



Nous avons retrouvé la méme corrélation 'H-'*C HMBC des protons H-5/H-5’
et des carbones C-5/C-5" dans le composé 3 (Figure 63). Cela permet de confirmer
que ce compose est le deuxieme homodimére de la tétrodécamycine.
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Figure 63 : Détails des corrélations 'H-'*C HMBC des protons H-5/H-5' et des
carbones C-5/C-5’ pour le composé 3 (600 MHz, CH30H-d4)
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Figure 64. Corrélations COSY, ROESY et HMBC du composé 3 (600 MHz, CH3OH-
d4)

Les données issues de linterprétation des spectres RMN du proton 'H, du
carbone 3C, de 'HSQC et de ’'HMBC sont résumées dans le Tableau 2 ci-dessous :

Tableau 2. Déplacements chimiques des protons (600 MHz, CH3OH-ds) et des
carbones (150 MHz, CH30OH-d4) du composé 3



Position OH, mult, Jin Hz Oc (ppm) HMBC
1A : 168.4 :
212 : 1011 :
313 : 179.1 :
414 : 87.4 :
, 2,62 (1H, m) S n
5/5 e 257 C-3,4,5/C-3, 4’5
6/6 : 1974 :
717 : 54.8 :
C-6,7.9, 13, 14, 17
818 1,39 (1H, m) 44,7 C-6,7.9' 13’ 14’
17
, 1,27 (1H, m) C-10/
309 1,65 (1H, m) 24.9 :
C-10°
, 137 (1H, m)
10110 i 26,0 :
, 1,22 (1H, m) C-8/
11/11 1’68 (1H, m) 26,9 )
C-8’
, 1,55 (1H, m) C-8, 11, 13/
1212 2,06 (1H, d, J = 10,5 Hz) 40.1 :
C-8% 11,13’
13113 : 69,4 :
, C-12, 15, 16, 18/
14/14 3,93 (1H, S) 78,9 C_12’, 15’, 16’, 18’
, _ C-3,7, 13,14, 18/
15115 5,01 (1H, d, J = 2,7 Hz) 96, 1 Ca' 7 13" 14" 18"
, _ C-6,7,17, 18]
16116' | 2,78 (1H, qd, J= 7.4, 2,7 Hz) 33,8 Co 7 17" 18
, C-6,7,8, 16/
17/17 1,21 (3H, S) 17,8 C_G’, 7’, 8’, 16’
, _ C-7, 15, 16/
18118 0,98 (3H, d, J = 7.4 Hz) 13,6 C7 15 15

Ce composé a été obtenu sous forme de cristaux par évaporation du solvant
(eau et acétonitrile). Ces cristaux ont été ensuite analysés par une expérience de
diffraction des rayons X. Cette expérience a confirmé la structure et la configuration
relative de ce composé : 4S* 7R* 8S*, 13S*, 14R*, 15S8* 16S*, 4'S*, 7'R*, 8’S*, 13’'S",
14’R*, 15’S*, 16S* (Figure 65).
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Figure 65. Représentation ORTEP de la spirobistétrodécamycine B par diffraction des

rayons X

La configuration absolue du composé a été résolue en comparant les spectres
de dichroisme circulaire expérimentaux et simulés par calcul DFT (Figure 66).
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Figure 66. Spectre ECD de spirobistétrodécamycine B

4.3.2 L’expérience de photocycloaddition [2+2] de la tétrodécamycine



Afin de vérifier notre hypothése sur la photocycloaddition [2+2] des
spirobistétrodécamycines A et B, nous avons réalisé une expérience d’irradiation de
la tétrodécamycine a 'aide d’'une lampe UV atrtificielle.

Pour réaliser cette expérience, le monomere tétrodécamycine a été irradié a
I'état solide et liquide.

Pour la forme liquide, la tétrodécamycine a été solubilisée dans le N,N-
diméthylformamide (DMF) et puis préparée sous deux conditions différentes : avec
catalyseur (triflate de cuivre (I)) et sans.

Pour la forme solide, la tétrodécamycine a tout d’abord été solubilisée dans le
dichlorométhane puis laissée évaporer afin d’obtenir la forme solide du produit.

Ces trois échantillons ont été ensuite irradiés par une lampe UV artificielle
pendant 15 heures (Figure 67).

Figure 67. Photos de I'expérience photocatalyse et de la lampe UV
a-Ampoule ReptiSun 10.0 ZOOMED® UV-B (10%) 26W b-réflecteur aluminium
c-compartiment protégé par des feuilles d’aluminium
d- Support de la lampe Exo Terra® Compact Top
[A] une fine couche de 2 mm de la solution de tétrodécamycine avec et sans
catalyseur [B] le monomeére a I'état solide

Apreés avoir été irradiés pendant 15 heures, ces échantillons (deux liquides avec
et sans catalyseur et une solide) ont été repris a nouveau dans le méthanol puis ana-
lysés par CLUP-SM/SM.

Nous avons observé I'apparition des deux diméres en différentes proportions
dans ces trois conditions. De plus, dans la condition solide, un troisieme isomére a pu



étre détecté (Figure 67D-E-F), probablement I'un des diastéréoisoméres indiqués
dans la Figure 68.
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Figure 68. EIC de la tétrodécamycine (m/z 335,1489) et des spirobistétrodécamycines
A et B (m/z 669,2906) : [A] [B] et [C] la tétrodécamycine et les deux diméres comme
contréles ; [D] résultat de I'expérience d’irradiation de la tétrodécamycine a I'état
liquide par la lumiere UV; [E] irradiation de la tétrodécamycine par la lampe UV en
présence un catalyseur ; [F] irradiation a la lumiere UV de la tétrodécamycine a I'état
solide avec formation du troisieme produit (encadré rouge), qui est probablement une
autre forme isomeére des spirobistétrodécamycines A et B

Cette expérience nous a permis de veérifier la formation spontanée des
spirobistétrodécamycines A et B par la lumiere a partir de la tétrodécamycine. La
spirobistétrodécamycine A a été formée par le mécanisme photocycloaddition « [2+2]
téte-a-queue (head-to-tail) » alors que la spirobistétrodécamycine B a été formée par
le mécanisme « [2+2] téte-a-téte (head-to-head) »'?® (Figure 60).

128 Poplata, et al., Chemical Reviews, 2016, 116, 9748-815.



4.4 Isolement des antimycines
Annotation du cluster des antimycines

e Cluster des antimycines annoté par le GNPS

Un cluster des antimycines a été détecté dans le réseau moléculaire (Figure 69).
Les molécules annotées appartiennent a la famille des antimycines possédant un cycle
a neufs chainons. Il existe 29 molécules d’antimycines décrites jusqu’a présent'?®,

L’identification de ces molécules ne pouvait pas reposer uniquement sur la
recherche des formules brutes dans les bases de données car il existe un grand
nombre d’'isomére dans cette famille de produits naturels. Par exemple, les molécules
antimycines A1a/A1b, A12, A13 et A19 ont la méme formule brute (C2sHaoN20g). La
recherche des molécules non-annotées du réseau moléculaire dans les bases de
données DNP® et la littérature indiquant que les molécules a m/z = 479,2025 et
479,2026 correspondent a I'antimycine A6a/A6b et I'antimycine A18. L’antimycine
A5a/A5b pour les molécules a m/z = 493,2181 et 493,2182 et les ions a m/z =
563,2964, 563,2965 et 563,2966 correspondent a I'antimycine A10a/A10b, A14 et A15.

@
4.1 Antimycine A3
Antimycine A4 /

T 5.9

Antimycine A1

Antimycine A2
A Annoté par GNPS

Figure 69 : Cluster des antimycines annoté par GNPS

Cluster des antimycines annoté par I'isolement et I'identification structurale.

Les molécules d’antimycines ont été isolées et élucidées structuralement par les
analyses de RMN. Leur cluster a été de nouveau annoté (Figure 70).

129 | ju, et al., Natural Product Reports, 2016, 33, 1146-65.
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Figure 70 : Annotation du cluster d’antimycines par l'isolement et identification
structurale.

L’antimycine A18 (m/z = 479,2026 [M+H]") est la premiere molécule de la famille
des antimycines possédant un groupe « acétoxy » en position C-8. Cette molécule a
été découverte a partir de Streptomyces albidoflavus, un endophyte isolé des feuilles
du palétuvier Bruguiera gymnorhiza'®. La structure de la molécule a été confirmée par
comparaison des données du spectre RMN 'H obtenu expérimentalement avec celles
rapportées dans la littérature (Figure 71).

130 Yan, et al., J Antibiot (Tokyo), 2010, 63, 259-61.
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Figure 71 : Spectre RMN "H de I'antimycine A18 (600 MHz, CDCls)

Troisiéeme antimycine possédant un groupement acétoxy en C-8

Dans le cluster des antimycines, lI'ion a m/z = 493,2182 [M+H]* est directement
connecté a celui de I'antimycine A18 (m/z =479,2026 [M+H]") avec une différence de
masse de 14,0156 Da (Figure 69), suggérant la présence dun méthyléne
supplémentaire.

Les spectres RMN 'H de ce composé est similaire a celui de I'antimycine A18.
La différence principale se traduit par le changement du signal du méthyle a 1 = 0,86
ppm. Les signaux des protons de ce méthyle intégrent pour trois protons et se
présentent sous la forme d’un triplet dans I'antimycine A18, suggérant gqu’ils sont a
proximité d’'un méthyléne. Dans la molécule a m/z = 493,2182, nous avons observé
deux méthyles attachés directement a un méthine via les signaux RMN a 4 = 0,85
ppm (doublet) et dn = 0,86 ppm (doublet) (Figure 72). Ce composé représente le
troisieme composé de la famille des antimycines possédant un groupement acétoxy
en position C-8 apreés les antimycines A18 et A20'*'. Cependant, a cause d’une faible
quantité de produit isolé, nous n’avons pas pu acquérir les résultats des analyses RMN
13C et 2D.

131 Xu, et al., J Antibiot (Tokyo), 2011, 64, 661-665.
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Figure 72 : Superposition des spectres RMN 'H de I'antimycine A18 (rouge, 600 MHz,
CDCls) et de la molécule a m/z = 493,2182 (bleu, 600 MHz, CDCls)

Premiére antimycine possédant un groupement hydroxyle sur la chaine latérale

En isolant les molécules de la famille des antimycines, nous avons obtenu un
nouvel analogue d’antimycine (composé 4 (Figure 73)). Le spectre HR-ESIMS en
mode positif a montré un ion moléculaire a m/z = 481,2192 [M+H]*, correspondant a
la formule brute C23H32N209 (Figure 74).

Figure 73 : Structure du compose 4
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Figure 74. Spectre HR-ESIMS en mode positif du composé 4



Le spectre RMN du proton de ce composé montre qu’il appartient a la famille des

depsipeptides de type antimycine.
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Figure 75 : Spectre RMN "H du composé 4 (600 MHz, CH3OH-d4)
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La seule différence entre ce composé et les autres antimycines est la présence
d'une fonction hydroxyle en C-5" sur la chaine aliphatique. Cette différence a été
démontrée par le signal RMN du proton 'H & 64 = 3,70 ppm qui correspond a un proton

oxyméthine (H-5") (Figure 75).

Le proton du méthyle (H-6") a on = 1,14 ppm se présente sous forme de doublet,
nous pouvons en déduire qu’il est a c6té d’'un groupement CH. De plus, les corrélations
HMBC de ce méthyle CHs (H-6") a C4” et C-5” nous ont permis de confirmer qu'il est

a coté du C-5” porteur de I'hydroxyle (Figure 76).
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Figure 76 : Détails des corrélations '"H-'3C HMBC pour le composé 4 (600 MHz,
CH3OH-ds).

La configuration absolue du composé 4 n’a pas été déterminée. Jusqu’a présent,
il n'existe qu'un seul type de configuration décrite pour toutes les antimycines
connues'?. Sa configuration relative a été déduite par I'étude des corrélations
ROESY. Les corrélations entre H-3 (ox = 5,31 ppm) et H-4 (o1 = 5,62 ppm) et H-7 (on
= 2,30 ppm) et H-9 (o1 = 4,75 ppm) confirme la configuration décrite dans la littérature.
Cependant, la configuration absolue du carbone C-5" (6c = 69,3 ppm) reste a définir.
Le pouvoir rotatoire du composé 4 a été mesuré, [a]*°p =+ 5 (¢ 0,1, MeOH), confirmant
gu’il n'est pas racémique.

132 Wang, et al., Natural Product Research, 2017, 31, 1819-1824.
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Figure 77 : Détails des corrélations ROESY pour le composé 4 (600 MHz, CH3OH-d4).

Les données issues de linterprétation des spectres RMN du proton 'H, du
carbone 3C, de 'HSQC et de ’'HMBC sont résumées dans le Tableau 3 suivant :

Tableau 3 Déplacements chimiques des protons (600 MHz, CH3OH-d4) et des
carbones du composé 4 (150 MHz, CH30OH-da)

Posi-

tion &y, mult, J in Hz dc (ppm) | HMBC
2 - 172,1 -
3 5,31 (1H,d, J = 7,5 Hz) 55,9 2,4, 11
4 5,62 (1H, qu, J = 6,9 Hz) 73,2 2,6, 11
6 - 177,3 -
7 2,30 (1H, t, J = 9,9 Hz) 54,6 -
8 3,40 (1H, g, J = 8,9 Hz) 78,8 7,9
9 4,75 (1H, m) 78,6 8
10 1,41 (3H, d, J = 6,3 Hz) 19,6 8,9
11 1,33 (3H, d, J = 6,6 Hz) 16,3 3,4
1 - 117,2 -
2’ - 154,5 -
3 - 129,5 -
4 8,25 (1H, d, J =7,7 Hz) 127,1 25
5 6,86 (1H, t, J = 7,9 Hz) 125,3 1,3
6 7,68 (1H,d, J = 7,4 Hz) 119,7 24T
7 - 172,0 -
8 8,35 (1H, s) 162,9 3




5.1

. 1,73 (1H, m
1 1,83 E1H, m; 28,9 -
. 1,65 (1H, m
2 1,88 E1H, m; 30,9 -
3" 1,31 (2H, m) 204 .
4 1,45 (2H, m) 40,7 .
5" 3,70 (1H, m) 69,3 :
6" 114 (3H, d, J = 6,2 Hz) 24.4 5" 4

Les analyses des spectres RMN du composé 4 confirment qu’il appartient a la
famille d’antimycine possédant un squelette d'un cycle dilactone a neuf carbones relié
a un acide 3-formamidosalicyclique par une liaison amide'33.

e Exploration ciblée de I'espace chimique de la souche Streptomyces albidofla-
vus 19-S21 en utilisant une sonde chimique

Condition optimale pour incuber la sonde avec la souche dans son milieu de culture

Afin de cibler les molécules de type polyacétates, la sonde N-(4,6-dioxoheptyl)
décanamide a été choisie (Figure 78).

Figure 78 : la sonde N-(4,6-dioxoheptyl) décanamide

Cette sonde n’est pas soluble dans I'eau qui est le principal constituant du milieu
de culture. Par conséquent, elle a été solubilisée dans différents solvants afin de
déterminer le meilleur solvant adapté a son incubation avec la souche (Figure 79).

Figure 79: La sonde solubilisée dans divers solvants a été ajouté dans les

133 Liu, et al., Natural Product Reports, 2016, 33, 1146-65.
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5.2

Erlenmeyers de 100 mL contenant 20 mL d’eau et 1 g de la résine

Ces expériences ont montré que le méthanol et I'éthanol sont les solvants les
plus adaptés a I'étude d’incubation de sonde avec la souche car ils permettent de bien
solubiliser la sonde et de ne pas endommager la résine XAD-16 Amberlite®. De plus,
ils ne sont pas toxiques a la souche a une faible concentration.

Incubation de la sonde avec la souche

Plusieurs conditions d’incubation de la sonde en présence de la souche
Streptomyces albidoflavus 19-S21 ont été réalisées. Aprés 13 jours de culture, le filtrat
de chaque condition a été extrait par acétate d’éthyle et ces extraits ont ensuite été
analysés en CLHP-UV-DEDL (voir Protocole d’incubation de la sonde N-(4,6-
dioxoheptyl) décanamide avec la souche). Un réseau moléculaire des extraits de

différentes conditions d’incubation a été réalisé.

Nous avons observé I'apparition d’un produit dans I'extrait d’acétate d’éthyle de
la condition L-JO-AJ"3* (Figure 80A). L’analyse du réseau moléculaire des différentes
conditions d’incubation de la sonde a permis de retrouver cette molécule dans un
cluster sans aucune annotation. De plus, cet ion est « monocouleur », donc cela
signifie qu’il a été produit uniquement dans cette condition d’incubation (Figure 80B).

134 Condition de culture liquide sans résine, la souche a été ensemencée le méme jour que I'incubation
avec la sonde et celle-ci a été ajoutée tous les trois jours jusqu’a la fin de la culture.
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Figure 80 : [A] Résultat d’analyse en CLHP-UV-DEDL de la condition L-JO-AJ montre
I'apparition d’'une nouvelle molécule a Tr = 20,9 min ; [B] Cette molécule a m/z =
476,228 (entourée en rouge) a été retrouvé dans un cluster non annoté du réseau
moléculaire des différentes conditions d’incubation de la sonde.

Cette condition de culture est la plus adaptée pour l'incubation de la sonde
introduite directement dans la culture de la souche. Un composé a été détecté lors de
cette condition d’incubation. Une grande culture a grande échelle de cette condition a
été envisageée afin d’isoler le composé d’intérét. Cependant, cela nécessite une grande
quantité de la sonde (200 mg pour 1 L de culture). La synthése de la sonde en plus
grande quantité est en attente.

e Etude du génome de la souche Streptomyces albidoflavus 19-S21

Le séquencage génomique de la souche 19-S21 nous a permis d’utiliser I'outil
antiSMASH (https://antismash.secondarymetabolites.org/). Ainsi, 24 clusters de génes
de biosynthéses relatifs a des métabolites spécialisés ont été relevés. Trois des 24
clusters n'ont pas d’annotation (Figure 81) (parameétre de niveau de détection :
relaxée).
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Region Type From To Most similar known cluster Similarity
NRPS & 136,189 176,890 streptobactin &' NRP 76%
Region2  terpene &', NRPS-like @ NRPS & 279,278 355,096  valinomycin / montanastatin &' NRP + Saccharide:Hybrid/tailoring 13%
Region 3 NRPS &, T1IPKS & 509,133 556,661 SGRPTMs & NRP + Polyketide 100%
GEVIES terpene & 592,862 618,017  hopene & Terpene 69%
Region 5 RiPP-like & 684,317 691,864
GEVOGE  RiPP-like & 1,107,820 1,117,926
Region 7 ENGNYE) 1,358,266 1,416,879  desotamide & NRP 27%
Region 8 siderophore & 1,521,266 1,534,691 ficellomycin & NRP 5%
GEVII terpene & 1,784,805 1,805,210 geosmin &' Terpene 100%
Region 10 [REHENEIE 2,123,219 2,143,278  julichrome Q3-3 / julichrome Q3-56 &  Polyketide 25%
GEVUREIE LAP & | thiopeptide &' 2,633,667 2,666,140
Region 12 lanthipeptide-class-iii &' 2,952,652 2,975,237 SAL-2242¢ RiPP:Lanthipeptide 100%
Region 13 NGNS} 3,746,914 3,792,791  gobichelin A/ gobichelin B &' NRP 27%
GEVIOREN lassopeptide & 3,924,470 3,946,757  kanamycin &' Saccharide 1%
Region 15 VG 4,042,211 4,146,805 [surugamide A/ surugamide D & NRP 95% |
EVIRE  siderophore & 4,912,771 4,924,591 [desferrioxamin B & Other 100% |
Region 17 ectoine & 5,836,173 5,846,571 ectoine &' Other 100%
NRPS & 6,413,072 6,457,046  oxalomycin B & NRP + Polyketide 6%
Region19 T1PKS & 6,472,110 6,565,861 [meoabyssomicin / abyssomicin &' Polyketide 46% |
NRPS-like &' 6,612,399 6,655,628 indigoidine 2" NRP 80%
Region 21  RiPP-like &', terpene &' 6,675,902 6,706,058 isorenieratene & Terpene 62%
Region22 T3PKS & 6,808,108 6,849,205 herboxidiene &' Polyketide 12%
Region 23  T1PKS &', NRPS-like &' 6,854,552 7,008,016  candicidin &' Polyketide 95%
Region24  T1PKS &, NRPS @, NRPS-like @  7,008489 7,125,368 [antimycin & NRP:Cyclic depsipeptide + Polyketide:Modular type | 100% |

Figure 81 : Résultat d'antiSMASH des clusters de génes de biosynthése de la
Streptomyces albidoflavus 19-S21.

En utilisant antiSMASH, nous avons pu détecter les clusters de génes impliqués
dans la biosynthese des molécules isolés tels que les antimycines avec 100 % de
similarité (Figure 81).

Nous avons également trouvé les clusters des génes de biosynthése des
molécules observées dans le réseau moléculaire comme la surugamide et le
desferrioxamine (Figure 47 et Figure 81). Cela signifie qu’il y a une corrélation entre
'approche métabolomique et I'approche génomique.

Un cluster de génes de biosynthése de la méoabyssomicine/abyssomicine a
été détecté avec 46 % de similarité. Ces deux molécules appartiennent a la classe des
composés de type « spirotétronates », y compris la tétrodécamycine's, suggérant que
ce cluster de génes pourrait étre celui responsable de la biosynthese de la
tétrodécamycine. Cependant, cette hypothése nécessite la confirmation d’un expert
en approche génomique.

e Conclusion du chapitre et analyses critiques
Au cours de ces travaux, nous avons employé une stratégie de priorisation
fondée sur le réseau moléculaire afin de cibler les micro-organismes potentiellement

intéressants. Parmi les souches priorisées de I'échantillon 19, la souche Streptomyces
albidoflavus 19-S21 a été I'objet d’'un modéle d’étude.

L’indisponibilité de la tétrodécamycine dans les bases de données du GNPS

135 VVieweg, et al., Natural Product Reports, 2014, 31, 1554-84.
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nous a conduits a l'isoler et a la caractériser structuralement, ce qui représente un
point faible de notre stratégie de priorisation car nous avons isolé un produit connu.
Cependant, nous avons réussi a obtenir de bons résultats avec cette souche en
appliquant une nouvelle technologie de culture SPEED. Grace a cette technique de
culture, nous avons obtenu la tétrodécamycine en trés grande quantité et une grande
diversité chimique a partir d’'une seule condition de culture de cette unique souche.

Nous avons pu également découvrir un nouvel analogue appartenant a la
classe des antimycines (composé 4). Cependant, en raison de la faible quantité du
composé isolé, nous n’avons pas réussi a déterminer sa configuration absolue.

Au cours de la procédure de purification des produits, nous avons obtenu deux
nouveaux composes, les spirobistétrodécamycines A et B. Ce sont les premiers
dimeres de la tétrodécamycine décrits contenant le motif vinylcyclobutane. Afin de
vérifier I'origine naturelle de ces deux diméres, nous avons réalisé une experience
photocycloaddition [2+2]. Cependant, comme la souche a été isolée a partir d’'un
échantillon des mattes de Kopara peu profond ou l'intensité du rayonnement solaire
est suffisamment élevée pour engendrer une réaction de photocycloaddition [2+2]. Par
conséquent, la « biosynthése » des spirobistétrodécamycines A et B de la souche
dans son habitat naturel ne peut pas étre totalement exclue.

Nous souhaiterions évaluer I'activité biologique des molécules isolées sur
différentes cibles afin de leur trouver une application potentielle. Les deux dimeéres ont
été, en premier lieu, testés sur les trois bactéries : Escherichia coli, Micrococcus luteus
and Bacillus subtilis mais ils ne présentent pas d’activité antibiotique.

La technique des réseaux moléculaires présente plusieurs avantages dans la
déréplication et la priorisation. Cependant, il est nécessaire d’étudier au cas par cas les
différentes familles de molécules. Par exemple, nous avons observé que les molécules
de la famille des antimycines sont souvent des isoméres. Par conséquent, nous aurions
pu passer a coté de nouveaux potentiels analogues si nous ne les avions pas purifiés.

L’isolement guidé en utilisant de la sonde N-(4,6-dioxoheptyl) décanamide
présente un résultat trés encourageant : la présence d’'un composé dans une seule
condition d’'incubation de la sonde. Ce composé est probablement un intermédiaire de
biosythése d’un polyacétate greffé a la sonde. Une grande échelle de culture de cette
condition est nécessaire pour isoler ce produit. Cela nécessite la synthése de la sonde
en plus grande quantité.
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1.2 ETUDE DES MICRO-ORGANISMES PRIORISEE DE L’ECHANTILLON 20

e Amélioration des critéres de priorisation des micro-organismes de I'’échantillon
20

Pour les micro-organismes de I'échantillon 20, nous avons également utilisé la
stratégie de priorisation fondée sur les réseaux moléculaires. Cependant, a la suite de
'expérience de priorisation des micro-organismes de I'échantillon 19, nous avons
amelioré nos critéres de priorisation. Les micro-organismes de I'échantillon 20 ont été
choisis en se basant sur les criteres de l'activité biologique et l'originalité structurale
des produits en combinant deux outils d’annotations in silico (ISDB'*® et NAP'37),

La Figure 82 montre le réseau moléculaire global des extraits d’acétate d’éthyle
de 21 micro-organismes de I'échantillon 20 cultivés en condition liquide et solide.
Quelques exemples de clusters intéressants provenant des souches priorisées ont été
montrés dans cette figure. A I'aide du réseau moléculaire obtenu, nous avons priorisé
quatre souches de I'échantillon 20 dont deux champignons (Hypocrea lixii 20-S1 et
Emericellopsis microspora 20-S19) et deux actinomycétes (Nocardia otitidiscaviarum
20-S13 et Streptomyces badius 20-S20)'8. Les études chimiques de ces deux
champignons et de I'actinomycéte 20-S13 seront détaillées dans les parties suivantes.

136 Allard, et al., Analytical chemistry, 2016, 88, 3317-23.

137 da Silva, et al., PLoS computational biology, 2018, 14, e1006089.

38 Nous n’avions pas la taxinomie des souches pendant I'étape de priorisation. Les micro-organismes
ont été rassemblés en fonction de leur morphologie. La taxinomie des souches a été obtenue a la fin
de ma thése.
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Figure 82 : Le réseau moléculaire global des micro-organismes de I'échantillon 20 et
quelques clusters intéressants sont représentés. Les extraits des micro-organismes
ont été testés sur ces trois bactéries : Escherichia coli (EC), Bacillus subtilis (BS),
Micrococcus luteus (MI). Les diamétres d’inhibition des extraits ont été mesurés et
comparée a ceux des témoins : gentamycine pour Bacillus subtilis, Micrococcus luteus
et chloramphénicol pour Escherichia coli (les diamétres d’inhibition des extraits sont
également décritees dans cette figure).

o FEtude approfondie des micro-organismes de I'échantillon 20

Toutes les souches priorisées ont été cultivées a une grande échelle (voir la
partie (Culture a « petite échelle » et « grande échelle ») et a différentes conditions de
culture décrites ci-dessous :

Culture en milieu solide (SSF avec ou sans les résines Amberlite® XAD-16)
- Culture en milieu liquide (LSF avec les résines Amberlite® XAD-16)

- Condition SPEED

- Condition « résine post-culture »

Un réseau moléculaire pour chaque souche comprenant les extraits acétate
d’éthyle de différentes conditions de culture a été construit.

Etude chimique du champignon Hypocrea lixii 20-S1
2.1.1 Déréplication efficace du réseau moléculaire

La souche Hypocrea lixii est la forme téléomorphe’®® de Trichoderma harzianum
selon Chaverri et al.’* Les cultures des ascospores'#! de ces deux souches montrent
la méme morphologie. En cherchant des molécules décrites chez Hypocrea lixii dans
le DNP®, aucun résultat n’a été trouvé. 67 molécules ont été décrites dans le DNP®
comme étant produites par les champignons du genre Hypocrea.

En utilisant la stratégie de déréplication basée sur l'utilisation du réseau
moléculaire, nous avons pu annoter rapidement les molécules de la famille des
azaphilones de la souche Hypocrea lixii 20-S1.

Le réseau moléculaire et les outils d’annotation in silico (NAP'2 et ISDB'43)

139 Un stade de reproduction sexuée dans le cycle de vie d'un champignon.
140 Chaverri and Samuels, Mycological Progress, 2002, 1, 283-286.

41 Les spores issues de la reproduction sexuée chez les Ascomycétes

42 da Silva, et al., PLoS Computational Biology, 2018, 14, e1006089.

43 Allard, et al., Analytical Chemistry, 2016, 88, 3317-23.
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nous ont permis d’annoter le composé majoritaire (m/z = 345,1326) de I'extrait acétate
d’éthyle de la culture solide de cette souche en présence de résine (SSF'4).
Cependant, ces deux outils d’annotation n’ont pas proposé les mémes molécules
(Figure 83). Afin de confirmer I'annotation de ces deux outils, I'isolement du produit a
éte réalisé.

Channel Description: ELSD Signal
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Figure 83 : Chromatogramme DEDL de I'extrait brut de la souche 20-S1 cultivé en
milieu gélosé en présence de la résine (en haut) avec la molécule majoritaire m/z =
345,1326 et les structures proposées par les outils d’annotation in silico NAP (a droite)
et ISDB (a gauche) pour cette molécule. Ces deux outils ne proposent pas les mémes
structures.

21.2 Identification du composé majoritaire (m/z = 345,1326) de I'extrait a I'acétate

d’éthyle de la condition SSF

Afin d’isoler et de confirmer l'identité de la molécule a m/z = 345,1326, I'extrait
a l'acétate d’éthyle de la condition de culture SSF a été fractionné en utilisant la
chromatographie flash. La purification de cette molécule a été réalisée par CLHP semi-
préparative en phase inverse. En utilisant MassHunter®, nous avons généré la formule
brute de cette molécule (C19H2006¢) a partir de sa masse haute résolution ([M+H]* =

144 Solid State Fermentation
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345,1339) (Figure 84).
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Figure 84. Spectre HR-ESIMS en mode positif de la molécule a m/z = 345,1339

Le produit a été identifié¢ comme étant la T22 azaphilone (Figure 83) en
comparant ses données de RMN 'H et '3C avec celles dans la littérature. Cette
molécule a été isolée a partir de la souche Trichoderma harzianum T22'4%. Comme
discuté précédemment, Hypocrea lixii est une forme télémorphe de Trichoderma
harzianum, donc l'isolement de la T22 azaphilone est cohérent avec la taxinomie de
la souche Hypocrea lixii 20-S1.

Dans le réseau moléculaire annoté par NAP, le composé CT2108B, une
molécule de la famille des azaphilones produite par Penicillium solitum, a également
été annotée’®, ce qui montre que NAP a réussi a proposer une structure similaire a la
molécule m/z = 345,1326 en question (Figure 83).

21.3 Comment optimiser la détection des composés minoritaires en utilisant les

réseaux moléculaires ?

En raison du défaut de sélection des précurseurs au moment des
fragmentations SM/SM, certaines molécules minoritaires n'ont pas pu étre détectées
dans le réseau moléculaire des extraits bruts. Un réseau combinant les fractions et les
extraits bruts de la condition de culture SSF a donc été réalisé (Figure 85).

Trois nouveaux composeés (5-7) ont été isolés a partir de I'extrait a I'acétate
d’éthyle de la culture SSF du champignon 20-S1. Parmi ces 3 molécules, une n’a pas
été observée dans le réseau (la molécule a m/z = 263,1278, [M+H]") car elle ne
représente qu’une tres faible quantité de I'extrait. Les trois composés 5-7 ont été isolés
et caractérisés.

45 Vinale, et al., Letters in Applied Microbiology, 2006, 43, 143-8.
146 | aakso, et al., J Nat Prod, 2003, 66, 1041-6.
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Figure 85 : Le réseau moléculaire des extraits bruts (acétate d’éthyle et méthanol) de
la culture gélosée avec les résines et les fractions de flash chromatographie (en haut).
En bas, quatre composés ont été mis en évidence dans le chromatogramme LC-DEDL
de l'extrait a I'acétate d’éthyle du milieu solide avec résine : le composé majoritaire
T22 azaphilone a été décrit précédemment et 3 nouveaux composés sont détectés (5,

6, et 7).

2.1.4 Elucidation structurale du composé 5

Les analyses de masse haute résolution du composé 5 réalisées par
Electrospray en mode positif (ESI*) montrent un ion a m/z = 223,0968 [M+H"]. La
formule brute correspondante est C12H1404 (valeur calculée 223,0965) et révéle la
présence de six insaturations (Figure 86, Figure 87).

O OH

Figure 86 : Structure du composé 5
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C12 H14 O4: +ESI Scan (rt: 4.588 min) Frag=175.0V 20-S1-BRAE-26-35-P1.d
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Figure 87 : Spectre HR-ESIMS en mode positif du composé 5

La structure de ce composé a été élucidée par I'étude de ses spectres RMN.
Nous avons observé dans le spectre RMN 'H du composé la présence d’un proton
déblindé a én = 10,14 ppm et trois méthyles a én = 1,37 ; 2,01 et 2,07 ppm (Figure
88). Comme l'analyse RMN a été réalisée dans le CH3OH-d4, le proton a o+ = 10,14
ppm a été plus aisément attribué a un groupement aldéhyde plutét qu’a un proton
échangeable de type alcool.
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Figure 88 : Spectre RMN "H du composé 5 (600 MHz, CH3OH-d4)
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Nous avons observé un méthine déblindé a on = 4,43 ppm (H-8) présent sous
forme quadruplet, suggérant qu’il est a cbété d'un méthyle et d’'un groupement
électroattracteur. Les corrélations 'H-'3C HMBC entre ce proton (61 = 4,43 ppm) et les
carbones du méthyle a oc = 18,5 ppm (C-11) et de la cétone &c = 210,1 ppm (C-9)
confirment la position du proton H-8 (Figure 89).
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Figure 89 : Détails des corrélations 'H-3C HMBC du proton H-8 pour le composé 5
(600 MHz, CH30H-da4)

Une corrélation 'H-3C HMBC entre le proton du méthyle (on = 2,07 ppm,

singulet) et le carbone de la cétone (6c = 210,1 ppm) nous a permis de relier la sous-
structure du composé 5 (Figure 90).
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Figure 90 : Détails des corrélations 'H-3C HMBC du carbone C-9 pour le composé 5
(600 MHz, CH30H-da4)



En '"H-"3C HMBC du composé 5, le proton aldéhydique (&+ = 10,15 ppm) corréle
avec les carbones C-2 quaternaire (6c = 112,6 ppm), C-3 porteur de I'’hydroxyle (oc =
165,1 ppm), C-7 quaternaire (6c = 145,6 ppm) et C-4 porteur du méthyle (6c = 111,4
ppm). Ces corrélations nous ont permis de rattacher le carbone d’aldéhyde C-1 au C-
2 quaternaire de la molécule (Figure 91).
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Figure 91 : Détails des corrélations '"H-"3C HMBC du proton aldéhydique H-1 pour le
composé 5 (600 MHz, CHzOH-d4)

Le proton a dn = 6,18 ppm, sous forme singulet montre la présence d’un proton
aromatique qui n’a pas de protons voisins. Ce proton est corrélé au carbone C-5
porteur de I'hydroxyle (6c = 165,1 ppm), C-7 quaternaire (6c = 145,6 ppm) en HMBC.
Par conséquent, nous 'avons attribué la position 6 (Figure 92).
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Figure 92 : Détails des corrélations 'H-3C HMBC du proton H-6 pour le composé 5
(600 MHz, CH30H-da4)

Les données issues de linterprétation des spectres RMN du proton 'H, du
carbone 3C, de 'HSQC et de 'HMBC sont résumées dans le Tableau 4 suivant :

Tableau 4 : Déplacements chimiques des protons (600 MHz, CH3OH-d4) et des
carbones (150 MHz, CH30OH-d4) du composé 5

Position on, mult, Jin Hz Oc (ppm) HMBC
1 10,15 (1H, s) 1941 C-2,3,7
2 - 112,6 -
3 - 165,1 -
4 - 111,4 -
5 - 165,1 -
6 6,18 (1H, s) 108,3 C-1,2,4,5,7,8
7 - 145,6 -
8 4,43 (1H,q, J=7,2 Hz) 48,6 C-2,6,7,9, 11
9 - 210,1 C-8, 10, 11
10 2,07 (3H, s) 28,5 C-8,9
11 1,37 (3H, d, J=6,9 Hz) 18,5 C-7,8,9
12 2,01 (3H, s) 71 C-3,4,5

Stéréochimie du composé 5

Comme le composé 5 présente un carbone asymétrique (C-3), son pouvoir
rotatoire a été mesuré, [a]p®>°= + 37 (¢ 0.1, CH3OH). Il n’est donc pas sous sa forme
racémique. Par conséquent, il est nécessaire de simuler les deux configurations
possibles de ce carbone et de comparer les spectres obtenus a ceux de dichroisme
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circulaire expérimental afin de déterminer sa configuration absolue.

Dans la littérature, la configuration de la molécule rédoxcitrinine, analogue du
composé 5, a été déterminée en se basant sur 'origine biosynthétique du produit. Les
auteurs supposent que la rédoxcitrinine et la citrinine sont des produits dérivés des
intermédiaires biosynthétiques communs ou similaires. Par conséquent, la
configuration (S) du carbone C-3 sont conservées pour ces molécules'#. Dong, il est
probable que la configuration du composé 5 soit également (S).

Existe-t-il un lien entre le composé 5 et les précurseurs de la voie de biosynthése des
azaphilones ?

En cherchant la structure du composé 5 dans les bases de données DNP® et
SciFinder®, deux structures similaires ont été proposeées: (i) le 2,4-dihydroxy-3-
méthyl-6-(2-oxopropyl)benzaldéhyde (DHMBA) et (ii) la rédoxcitrinine (Figure 93). Ces
molécules différent par la présence ou I'absence des méthyles en position 6 et 8.

Rédoxcitrinine Citrinine
(? OH OI OH
(0] (@]
OH OH
DHMBA Composé 5

Figure 93 : Structures du composé 5, de la DHMBA et de la rédoxcitrinine et de la
citrinine

La rédoxcitrinine est un précurseur biogénétique de la citrinine'® (Figure 93).
La citrinine est une mycotoxine polyacétique produite par des champignons
appartenant aux genres Penicillium, Aspergillus et Monascus. La voie de la citrinine
est une des cinq principales voies de biosynthése des azaphilones’#. Les azaphilones

147 Zhang, et al., J Microbiol Biotechnol, 2007, 17, 865-7.

148 Zhang, et al., J. Microbiol. Biotechnol., 2007, 17, 865-867.
149 Pavesi, et al., Natural Product Reports, 2021, 38, 1058-1071.
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sont des polyacétates fongiques possédant un noyau bicyclique pyranoquinone
fortement oxygéné (Figure 94)'°,

HO

o X

OH

X=0,N

Figure 94 : Squelette générique des azaphilones

Le DHMBA est un polyacétate antibactérien' isolé récemment d’Aspergillus
nidulans. Le DHMBA est le produit des NR-PKS par incorporation d'un S-
adénosylméthionine et quatre malonyl-coenzyme A. NR-PKS est une des catégories
des PKS de type | itératives fongiques (NR = non-réductrice). Les produits de ces
enzymes sont souvent des précurseurs des voies de biosynthése des molécules
complexes et fortement bioactives'?. DHMBA a été ensuite libéré par I'enzyme
réductase, ce qui explique la présence de la fonction aldéhydique3. Jusqu'en 20086,
le DHMBA n’était connu gu’en tant qu’intermédiaire de la voie de synthése chimique
des azaphilones'®.

Ce composé (DHMBA) a également été isolé a partir de I'extrait venant de la
culture SSF de la souche Hypocrea lixii 20-S1 (composé 8). Il était dans le méme
cluster que les composés 5, 6, 7 (Figure 96).

Hypothese de la biosynthése du composé 5

Les informations précédentes suggérent que le composé 5 pourrait-étre un
précurseur impliqué dans la voie de biosynthése des azaphilones (Figure 95).

50 Gao, et al., Chemical Reviews, 2013, 113, 4755-811.

51 Gerke, et al., Applied and Environmental Microbiology, 2012, 78, 8234-44.

152 Cox and Skellam, 1.09 - Fungal Non-Reducing Polyketide Synthases, 2020, 266-312.
53 Ahuja, et al., J Am Chem Soc, 2012, 134, 8212-21.

154 Suzuki, et al., J. Heterocycl. Chem., 2001, 38, 1409-1418.
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Figure 95 : Hypothése de la biosynthése du composé 5 (SAT : starter unit-ACP
transacylase, KS = ketosynthase, AT = acyltransférase, PT = product template, ACP
= acyl carrier protein, CM = C-méthyltransférase, R = réductase). La voie de
biosynthése du composé 5 est similaire a celle de la rédoxcitrinine°.

2.1.5 Elucidation structurale du composé 6

La superposition des spectres RMN du proton 'H des composés 5 et 6 montre
une similitude structurale, confirmant que ces composés sont des analogues
structuraux (Figure 96).

155 Storm, et al., Cell Chemical Biology, 2017, 24, 316-325.
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Figure 96 : Superposition des spectres RMN 'H du proton des composés 5 (bleu, 600
MHz, CH3OH-d4) et 6 (rouge, 600 MHz, CH30OH-d4)

Le composé 6 est représenté en tant que noeud isolé alors qu’il a une structure
similaire a celle du composé 5 (Figure 85). Nous avons ensuite vérifié le spectre de
fragmentation de ces deux composés. Leurs spectres SM/SM ne représentent que
deux fragments en commun, ce qui explique pourquoi ils ne sont pas retrouvés dans
le méme cluster (Figure 97). Donc, I'étude du réseau moléculaire nécessite une
inspection manuelle des données de maniére importante.
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Figure 97 : Spectres de fragmentation SM/SM des composés 5 (en haut) et 6 (en bas)



Les analyses de masse haute résolution du composé 6 réalisées par Electros-
pray en mode positif (ESI*) montrent un ion a m/z =261,1121 [M+H?*]. La formule brute
correspondante est C1sH1604 (valeur calculée 261,1121) et révéle la présence de huit
insaturations (Figure 98, Figure 99).

X
14

Figure 98 : Structure du composé 6

C15 H16 O4: +ESI Scan (rt: 5.692 min) Frag=175.0V 20-S1-BRAE-26-35-P2.d
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Figure 99 : Spectre HR-ESIMS en mode positif du composé 6

La structure de ce compose a éteé élucidée par I'étude de ses spectres RMN. Le
spectre RMN du proton de ce composé indique des signaux similaires a ceux du
composé 5 (un aldéhyde a 9,81 ppm et deux méthyles a 1,88 et 2,01 ppm). Le méthyle
a 2,07 ppm est absent dans le spectre de proton du composé 6, suggérant qu’il y a
une modification au niveau de la chaine latérale.
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Figure 100 : Spectre RMN "H du composé 6 avec I'agrandissement des signaux a on
= 7,34 ppm et &4 entre 6,19 et 6,36 ppm (600 MHz, CH30OH-d4)

L’agrandissement de la zone des signaux de protons entre 6,19 et 6,36 ppm
montre la présence du proton aromatique a on = 6,25 ppm (H-6) sous forme d’un
singulet, suggérant qu’il n’a pas de protons voisins (Figure 100). Les signaux du cycle
aromatique et ses substitutions sont similaires a ceux du composé 5 (un méthyle en
singulet a 6n = 2,01 ppm et un proton aromatique en singulet a on = 6,25 ppm).

Le signal du proton a én = 7,34 ppm (H-11) apparait sous forme d’un doublet de
doublet, suggérant qu'’il correle avec deux protons non équivalents. Les corrélations
observés en 'H-'H COSY montrent que le proton a oy = 7,34 ppm corréle avec les
protons a o1 = 6,21, 6,29 et 6,30 ppm (H-10, 12, 13). Les déplacements chimiques de
ces signaux suggeérent la présence d’un systéme conjugué (Figure 101)
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Figure 101 : Détails des corrélations 'H-'H COSY pour le composé 6 (600 MHz,
CH3OH-ds)
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Figure 102 : Détails des corrélations 'H-3C HMBC pour le composé 6 (600 MHz,
CH3OH-ds)

Comme décrit précédemment, la superposition des spectres RMN 'H des



composés 5 et 6 montre I'absence d’'un méthyle dans le composé 6 (Figure 96). Ce
méthyle est lié au carbone C-8 dans le composé 5 (CHs, 6n = 1,37 ppm, H-11). En
absence de ce méthyle, les protons du méthyléne H-8 a on = 4.14 ppm apparaissent
donc en singulet (Figure 102).

La multiplicité des protons (H-10 : doublet et H-11 : doublet de doublet) et les
corrélations des protons H-8, 10, 11, 12 et 13 avec le carbone de la cétone C-9 a éc =
199,5 ppm nous ont permis de construire la chaine latérale du composé 6 (Figure
103). La constante de couplage de 15,7 Hz entre H-10 et H-11 indique une
configuration frans pour la double liaison C-10/C-11. Les protons reliés aux carbones
C-12/C-13 de la double liaison sont sous forme de multiplet dans le spectre RMN 'H
(Figure 100).

O
13 11

XX
14 (52 10

Figure 103 : Sous-structure de la molécule 6

La configuration de cette double liaison a donc été établie par la prédiction du
spectre RMN '3C des deux possibilités (E ou Z) a laide de loutii nmrdb
(https://www.nmrdb.org/)'%. Cette prédiction montre que les déplacements chimiques
des carbones de la double liaison en configuration frans sont plus déblindés que ceux
en configuration cis (Figure 104).

156 Banfi and Patiny, CHIMIA, 2008, 62, 280.
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Chemical structure with hydrogen exploded ? X | List of signals
~Assignment Delta Nb atoms
13.7 1
139.4 1
111.3 1
157.5 1
110.31 1
164.7 1
191.9 1
45 1
197.8 1
1295 1
144.1 1
86 1
[131 1
133.3 1
N 18.2 1
Chemical structure with hydrogen exploded ? X | Listof signals
Assugnmem Delta Nb atoms
13.7 1
139.4 1
11.3 1
157.5 1
110.31 1
164.7 1
191.9 1
45 1
197.8 1
1295 1
128 1
86 1
127.44 1
124.98 1
N 14.35 1

Figure 104 : Déplacements chimiques de RMN '3C prédits pour les structures (1E,3E)-
1,3-pentadiene (en haut) et (1E,32)-1,3-pentadiene (en bas) du composé 6 (C-10/C-
11 et C-12/C-13) (https://www.nmrdb.org/)

Pour avoir un argument plus solide sur la configuration frans de la double liaison
C-12/C-13, les données RMN des molécules possédant le motif (1E,3E)-1,3-
pentadiéne ont été cherchés dans la base de données du DNP®. Parmi les résultats
obtenus, la structure de l'indigotide C (Figure 105) a attiré notre attention.
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Indigotide C

Figure 105 : Structure de l'indigotide C avec le motif (1E,3E)-1,3-pentadiene en rouge

La comparaison des déplacements chimiques des carbones de ce motif a ceux
du compose 6 et de l'indigotide C confirme bien une configuration frans pour la double
liaison C-12/C-13 (Tableau 5).

Tableau 5 : Déplacements chimiques des carbones du motif (1E,3E)-1,3-pentadiéne
de l'indigotide C (150 MHz, CH30H-d4)"” et du composé 6 (150 MHz, CH3zOH-d4)

Indigotide C | &¢ (ppm) | Molécule 6 Oc (ppm)
C-1 127,3 C-10 127,6
C-2 145,8 C-11 145,8
C-3 131,5 C-12 131,2
C-4 142,8 C-13 142,8

Les données issues de l'interprétation des spectres RMN 'H et'3C, de 'HSQC et
de 'HMBC sont résumées dans le Tableau 6 ci-dessous.

Tableau 6 : Déplacements chimiques des protons (600 MHz, CH3OH-d4) et des

carbones (150 MHz, CH30OH-d4) du composé 6

Position on, mult, J in Hz Oc (ppm) HMBC

1 9,83 (1H, s) 194.,8 C-2,3,4
2 - 113,9 -

3 - 165,3 ;

7 : 1115 -

5 - 164,2 i

6 6,25 (1H, s) 11,6 C2,4,5
7 - 139,1 -

8 4,14 (2H, s) 442 C-2,6,7,9
9 - 199,5 -

10 6,21 (1H, d, J =15,7 Hz) 127,6 C-9, 13
11 7,33 (1H, dﬂ’Z)J =157:96 1 4458 | 9,12, 13

157 Asai, et al., Organic Letters, 2012, 14, 2006-2009.
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12 6,29 (1H, m) 131,2 -

13 6,30 (1H, m) 142,8 C-11, 14

14 1,88 (3H,d, J=5,7 Hz) 18,7 C-12,13

15 2,01 (3H, s) 7,01 C-3,4,5
2.1.6 Elucidation structurale du composé 7

Les analyses de masse haute résolution du composé 7 réalisées par
electrospray en mode positif (ESI*) montrent un ion a m/z = 263,1278 [M+H"]. La
formule brute correspondante est C1sH1s04 (valeur calculée 263,1278) et révéle la
présence de sept insaturations (Figure 106).

«10 6 | *ESI Scan (rt: 6.071 min) Frag=175.0V 20-S1-BRAE-26-35-P3.d
14 235.1328 263.1278
137.0597  (IC15H18 04]+H)+

1.2 * .

1,
081 124.0870
064 245.1171
0.4 217.1222 ¢
0.2 148.0866 181.0495 285.1096

O b b l‘m‘.‘...... lao ‘.ﬁ L.xr.....l.....‘. - lL..........x‘... TSSOSOt NSV

120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figure 106 : Spectre HR-ESIMS en mode positif du composé 7.

Le spectre RMN 'H du composé 7 est similaire a celui du composé 6, nous
avons observé seulement le changement au niveau de la chaine latérale (Figure 107).

127



o)
1 | 3 MeOD

Figure 107 : Superposition des spectres RMN 'H des composés 6 (rouge, 600 MHz,
CH30H-d4) et 7 (bleu, 600 MHz, CH30H-d4)
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Figure 108 : Spectre RMN 'H du composé 7 avec agrandissements des multiplets
associés aux protons a én = 2,22, 2,62, 5,38 et 5,44 ppm (600 MHz, CH30H-d4)

Le proton du méthyléne a on = 2,62 ppm (H-10) est sous la forme d’un triplet,
suggeérant qu’il est a coté d’'un autre méthyléne (H-11) (Figure 108). Le proton H-11
correle avec les protons H-12 et H-14. Les protons H-13 et H-14 présentent des taches
de corrélation en COSY (Figure 109).
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Figure 109 : Détails des corrélations du spectre "H-'H COSY pour le composé 7 (600
MHz, CH3zOH-d4)

Ces observations nous ont permis de construire la chaine latérale de la
molécule. La constante de couplage de 15,5 Hz entre les protons H-12 et H-13 (Figure
110) a permis d’attribuer la configuration trans pour la double liaison C-12/C-13.

O
13 11

X
14 10 8

Figure 110 : Chaine latérale du compose 7
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Figure 111 : La multiplicité et la constante de couplage de deux protons H-12 et H-13
déterminés par NMRnotebook (600 MHz, CH3OH-da4)

Les données issues de linterprétation des spectres RMN du proton 'H, du
carbone 3C, de 'HSQC et de ’'HMBC sont résumées dans le Tableau 7 ci-dessous.

Tableau 7. Déplacements chimiques des protons (600 MHz, CH3OH-ds) et des
carbones (150 MHz, CH3OH-d4) du composé 7

Position on, mult, Jin Hz Oc (ppm) HMBC
1 9,76 (1H, s) 194.9 C-2,3,4
2 - 111,6 -
3 - 164,9 -
4 - 113,5 -
5 - 165,0 -
6 6,23 (1H, s) 111,8 C-2,4,5,8
7 - 139,1 -
8 3,99 (2H, s) 46,7 C-2,7,9
9 - 209,2 -
10 2,62 (2H,t, J=7,1 Hz) 43,0 C-9, 11,12
11 2,22 (2H, q, J=7,0 Hz) 27,9 C-9, 10,12, 13
12 5,39 (1H, dt, J=15.4; 7,1 Hz) 130,8 C-11, 14
13 5,44 (1H, dq, J = 15,5; 6,1 Hz) 127,2 C-11, 14
14 1,60 (3H,d, J=6,1 Hz) 18,1 C-12,13
15 2,01 (3H, s) 7,05 C-3,4,5

Ces nouveaux composeés 5, 6, 7 sont des produits des enzymes NR-PKS
fongiques de la voie de biosynthése des polyacétates avec I'incorporation de différents
substrats de départ. Les produits de ces enzymes servent des précurseurs pour
synthétiser des produits plus complexes qui sont probablement des azaphilones dans
notre cas (voir Existe-t-il un lien entre le composé 5 et les précurseurs de la voie de
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biosynthése des azaphilones ?). L’isolement de ces produits confirme l'intérét de
I'utilisation de la résine car celle-ci permet de capter les intermédiaires de biosynthése
relargués par la souche tout au long de sa culture.
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2.2 Etude chimique du champignon Emericellopsis microspora 20-S19

2.2.1

Un réseau moléculaire parfait existe-t-il ?

En étudiant le réseau moléculaire de la souche Emericellopsis microspora 20-
S19, nous avons observeé un cluster contenant des ions a m/z = 350,2075 [M+H]*, qui
n’ont pas été annotés par le GNPS, ni par NAP (Figure 112). Nous avons décidé de
les chercher dans l'extrait a I'acétate d’éthyle de la culture liquide en présence de
résine (LSF'8).
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Figure 112 : [A] le cluster des ions a m/z = 350,2075 dans le réseau moléculaire des
extraits bruts aux différentes conditions de culture de la souche 20-S19. [B] le méme
cluster du réseau moléculaire annoté par NAP ; aucune annotation proposée par NAP
et GNPS. [C] Le chromatogramme LC-MS (ESI*) de I'extrait acétate d’éthyle de la
souche cultivée en milieu liquide avec la résine.

Les ions a m/z = 350,2075 sont majoritaires dans I'extrait et sont élués entre
6,19 et 6,75 min. Ces trois produits ont été ciblés puis isolés. En analysant leurs
spectres de masse, nous avons observé la présence d’ions dichargés [M+2H]?* pour

158 | jquid State Fermentation
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chacune des trois molécules (Figure 113). Les ions [M+H]* n’ont pas pu étre observes
car la fenétre d’acquisition des « scans » en SM a été réglée entre les m/z 100 et 1200.
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Figure 113 : les spectres de masses des ions observés dans le cluster des ions a m/z

= 350,2075. [A], [B], [C]

2.2.2

Optimisation des paramétres d’acquisition

les ions dichargés ont été observés (a droite:
'agrandissement du massif isotopique de ces ions).

En élargissant la fenétre d’acquisition des « scans » en SM (une gamme de m/z
entre 100 et 3000), les ions [M+H]" ont pu étre observés (Figure 114). Les ions a m/z
= 350,2075 sont, en fait, des fragments de source de l'ion parent.
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Figure 114 : les spectres de masses des ions observés dans le cluster des ions a m/z
= 350,2075 avec l'augmentation de la fenétre d’acquisition des « scans ». Les ions
[M+H]" ont finalement pu étre observés.

2.2.3 Identification des composés dans le cluster des ions a m/z = 350,2075

Les spectres SM/SM et les spectres RMN 'H et '3C de ces trois produits sont
similaires a ceux des molécules de la famille des émérimicines, des peptaibols de 15
acides aminés, produits par le champignon Acremonium tubakii \W. Gams'*® et de deux
champignons appartenant au genre Emericellopsis (Emericellopsis microspora et
Emericellopsis minima).'®%161Ces données sont cohérentes avec le profil des
meétabolites de notre souche Emericellopsis microspora 20-S19.

La formule brute du composé 8 (m/z = 1559,8832 [M+H]") correspond a
C77H118N 16019 (valeur calculée = 1559,8832). Les spectres RMN 'H et '*C sont
similaires & ceux publiés dans la littérature pour I'émérimicine Il (Figure 115)'62,

Les formules brutes du composé 9 (m/z = 1573,8989, [M+H]*) et 10 (m/z =
1587,9133, [M+H]") correspondent a C77H120N 16019 (valeur calculée = 1573,8988) et a

59 \Wu, et al., J Nat Prod, 2021, 84, 1113-1126.

160 |nostroza, et al., Natural Product Research, 2018, 32, 1361-1364.

'8 Argoudelis and Johnson, J Antibiot (Tokyo), 1974, 27, 274-82.

'62 Slomczynska, et al., Journal of the American Chemical Society, 1992, 114, 4095-4106.
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C77H122N 16019 (valeur calculée = 1573,9145), respectivement.

En analysant les données de masse et les spectres RMN 'H et '*C de ces deux
produits, ces derniers ont été identifiées comme étant les émérimicine V et VI,
respectivement (Figure 115). La littérature fait état d’'une forte activité cytotoxique sur
les embryons de poisson zébre pour ces composeés. De plus, I'émérimicine V a montré
une activité modeste contre Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus résistant a
la méthicilline et Enterococcus faecium résistant a la vancomycine'63,
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Figure 115 : Structures des molécules de famille des émérimicines.

Le ciblage et I'isolement de ces trois molécules révéle certains écueils liés a la
construction et I'exploitation d’'un réseau moléculaire pour élaborer une décision
d’isolement d’'une molécule. En effet, la sélection de fragments de source comme ions
précurseurs ainsi que la sélection de la bonne fenétre d’acquisition spectrale sont des
limitations qui peuvent conduire a des conclusions erronées sans un regard expert.

221 Détection et indentification du produit majoritaire sans annotation de I'extrait
brut de la culture LSF

Le composé 11, un des composés majoritaires, a été détecté dans le

163 Wu, et al., J Nat Prod, 2021, 84, 1113-1126.
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chromatogramme TIC de I'extrait brut de la culture LSF. Ce produit (m/z = 269,2111,
[M+H]") est présent sous forme d’un noeud isolé et sans annotation dans le réseau
moléculaire (Figure 116). L'exploitation des données HR-ESIMS révele la formule
brute C16H2803, associée a trois insaturations. En associant la formule brute ainsi que
la source biologique (“Emericellopsis microspora”) de la molécule dans la base de
données DNP®, aucun résultat n’a été obtenu. Ce produit a été ensuite isolé afin de
déterminer sa structure.

107 |*ESI TIC Scan Frag=175.0v 20-519 LRAE.d
1 6.521 1
71 619934 |
° | g
i ll /
4 “ | 6.7512 15.581
3 H’ r 8.590 ‘l
|| V] | 11.304 \
5] 3.303 1 I ,
L 4543 f-ﬁ?i‘ ‘ |
110.543 s P\ e e I\
b oA~ —
0_

1+ 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Counts vs. Acquisition Time (min)

«10 6 |C16 H28 O3: +ESI Scan (tt: 8.590 min) Frag=175.0v 20-519 LRAE.d
1.75
1.5
1.251 269.2111
1 (IC16 H28 O3]+H)+ 291.1931 3131749
0.75
0.5
025 301.1411 361.2218
260 270 280 290 300 310 32 330 340 350 360

0
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figure 116 : L’'ion a m/z = 269,2111 observé a Tr = 8,590 (en haut) et sa formule brute
générée par MassHunter® (en bas).

2.2.2 Elucidation structurale du composé 11

La comparaison des données de RMN de la molécule avec les structures
proposées par DNP® et Sci-Finder® sur la seule base de la formule brute ne donne
pas de résultat satisfaisant concernant la structure du composé 11. Celle-ci a été
ensuite élucidée par les analyses des spectres RMN (Figure 117).
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Figure 117 : Structure du composé 11

Les signaux des protons du spectre RMN 'H du composé 11 peuvent étre
divisés en trois régions : une région aliphatique entre 0,87 a 2,06 ; une deuxieme
oxygenée entre 4,20 et 5,00 et une troisieme éthylénique entre 5,20 et 6,00 ppm
(Figure 118). Les données 'H-3C HSQC indiquent la présence d’'un méthyle, quatres
meéthines, trois méthylénes non équivalents, sept méthylénes équivalents, un carbone
quaternaire correspondant a un carbonyle de type ester ou acide carboxylique
(Tableau 8).

1D-PROTON-ZG30 CDCI3 foptitopspin3.6.1 ouazzani 2
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Figure 118 : Spectre RMN 'H du composé 11 (500 MHz, CDCls)

Les méthines CH (H-1’) a 61 = 5,40 ppm ; 6c = 130,1 ppm et CH (H-2’) a on =
5,50 ppm ; &c = 133,1 ppm indiquent la présence d’une double liaison. Les proton H-
1’ et H-2' corrélent en 'H-"H COSY ce qui confirme leur appartenance au méme
systéme éthylénique. De plus, le proton H-1’ corréle avec le proton H-5 a o = 4,78
ppm, qui est trés déblindé, indiquant la présence d’'un oxygéne a proximité (Figure
119).
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Figure 119 : Détails des corrélations du spectre 'H-"H COSY des protons H-1’" et H-2’
pour le composé 11 (500 MHz, CDCl3)

Le proton H-2’ corréle avec le proton H-3’, lui-méme corrélant avec les protons
de la chaine aliphatique (Figure 121, Figure 122). Toutes ces informations nous ont
permis de construire une sous-structure de la molécule (Figure 120).

20 1
10’ — (@]
W
5' 3 5 \;’
Figure 120 : Sous-structure du composé 11

La constante de couplage (J = 11,4 Hz) mesurée entre les proton H-1" a on =
5,40 ppm et H-2" a o = 5,50 ppm, permet d’attribuer la configuration cis pour la double
liaison C-1'/C-2’ (Figure 120).
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Figure 121 : Détails des corrélations du spectre 'H-'H COSY du proton H-3’ pour le
composé 11 (500 MHz, CDClz)
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Figure 122 : Détails des corrélations du spectre "H-"H COSY pour le composé 11 (500
MHz, CDCls)

Les protons du méthyléne CH. (H-4a et H-4b) corrélent avec les protons H-3 (6H
= 2,22 ppm) et H-5 (6n = 4,78 ppm). Le proton H-5 corréle avec le carbone C-2 en 'H-
13C HMBC. Comme ces deux protons sont trés déblindés, ils sont sensément liés a un
oxygene (Tableau 8).

Les protons H-1a" et H-1b"” du méthyléne corrélent entre eux et avec le proton H-
2 en COSY. Ces deux protons corrélent ainsi avec le carbone a 6c = 175,5 ppm en
HMBC. Toutes ces informations nous ont permis de relier les sous-structures de la
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molécule (Figure 123).

/7~ N HMBC

Figure 123 : Structure du composé 11 avec les corrélations 'H-"*C HMBC

Les données issues de linterprétation des spectres RMN du proton 'H, du
carbone 3C, de 'HSQC et de ’'HMBC sont résumées dans le Tableau 8 ci-dessous :

Tableau 8. Déplacements chimiques des protons (500 MHz, CDCI3) et des carbones
(125 MHz, CDCl3) du composé 11

Position OoH, mult, Jin Hz Oc (ppm) HMBC
1 - - -
2 4,41 (1H, qu, J = 6.7 Hz) 74,8 Cc-2",3,5

2,22 (1H, m)
3 165 (1H. m) 32,2 C-4,5
1,65 (1H, m) c-2,3, 11
4 2,11 (1H, m) 33,1 C-2,3,1
5 4,78 (1H, q, J = 7.9 Hz) 74,9 C-1,2,4
1 5,40 (1H, ddt,|:|lz=) 11,4;5,6; 1,4 130,1 C-2.3 4
o 5,50 (1H, dtd,l:llz=) 10,9;7,5; 0,9 1331 C-1'. 3. 4.5
3 2,06 (2H, m) 27,6 c-12.4
4' 1,23-1,39 (2H, m) 29,3 -
5' 1,23-1,39 (2H, m) 29,3 -
6' 1,23-1,39 (2H, m) 29,5 -
7' 1,23-1,39 (2H, m) 29,7 -
8' 1,23-1,39 (2H, m) 31,9 C-9'
9' 1,23-1,39 (2H, m) 22,7 C-10'
10’ 0,87 (3H,t, J=6.6 Hz) 14,1 Cc-8, 9
" 2,55 (1H,dd, J=15,8 ; 7,4 Hz) o

1 2,64 (1H,dd, J=15,4; 6,8 Hz) 40,5 C-2%,2,3
2" - 175,5 -

e  Stéréochimie du composé 11

La structure du composé 11 est semblable a des molécules de type
acétogeénines. Cependant, cette famille de molécule a souvent des groupements
hydroxyles a proximité du cycle tétrahydrofurane. Par conséquent, la stéréochimie
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relative du composé 11 est difficilement déterminée par les études de RMN seules.

En cherchant la sous-structure tétrahydrofurane du composé 11 dans la
littérature, une étude sur la configuration des isoméres cis/frans des systémes 2,5-
dialkyl-tétrahydrofuranes a attiré notre attention. Dans cette étude, les déplacements
chimiques des protons H-2 et H-5 sont plus déblindés dans le cas des isomeéres trans.
La moyenne des déplacements chimiques des protons H-2 et H-5 de la molécule 2,5-
diméthyltétrahydrofurane est a 4,13 ppm pour la configuration frans contre 3,93 ppm
pour la configuration cis (Figure 124)'%4,

O O .
cis trans

Figure 124 : Les isomeéres cis/frans de la molécule diméthyltétrahydrofurane (figure
adaptée de l'article de Mihailovic, et al.)'65

Nous avons donc déterminé Ila stéréochimie relative frans pour le
tétrahydrofurane du composé 11 (Figure 125). Cependant, cela reste une hypothése
a confirmer par une approche DFT associée a une évaluation par Dp4'6¢

Figure 125 : Hypothése sur la stéréochimie relative du tétrohydrofurane du composé
11

2.3 Etude chimique de I'actinomycéte Nocardia otitidiscaviarum 20-S13

2.3.1 Informations sur la souche Nocardia otitidiscaviarum 20-S13 et ses molécules.

Les actinobactéries du genre Nocardia sont des agents pathogénes
opportunistes qui causent des maladies infectieuses de type « nocardiose » au niveau
des poumons, de la peau, etc. Ces bactéries existent sous forme saprophyte dans des
habitats aquatiques et terrestres’®”.

64 Mihailovi¢, et al., Tetrahedron, 1967, 23, 215-226.

165 |bid.

166 Ermanis, et al., Org Biomol Chem, 2019, 17, 5886-5890.
67 Komaki, et al., BMC Genomics, 2014, 15, 323.



Au-dela de la production de métabolites possédant diverses activités
biologiques telles que des activités antimicrobienne, antitumorale, antioxydante et
immunosuppressive, les bactéries du genre Nocardia sont également capables de
dégrader ou de convertir des hydrocarbures toxiques, des polyméres naturels ou
synthétiques et d'autres polluants environnementaux. Ces bactéries sont donc trés
intéressantes dans le milieu académique et industriel ces derniéres années'®®. Un
exemple de la dégradation d’'un polluant hydrocarbure polycyclique aromatique par la
souche Nocardia ofitidiscaviarum TSH1, la naphthaléne, a été montré par M. Zeinali
et al.'®®
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Figure 126 : Mécanisme de dégradation de la naphthaléne par la souche Nocardia

'68 | uo, et al., Environmental Microbiology, 2014, 16, 29-48.
169 Zeinali, et al., Chemosphere, 2008, 72, 905-9.
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otitidiscaviarum TSH1 (figure reprise in extenso de I'article de Zeinali, et al.'’®. Les
composes entre crochets n'ont pas été détectés dans I'extrait de culture de la souche.

En cherchant les molécules produites par la souche Nocardia ofitidiscaviarum
dans la base de données DNP®, un seul résultat a été trouvé. La molécule HS-6
(Figure 127) a été isolée de Nocardia otitidiscaviarum en 1990 et a montré une activité
sur les bactéries a Gram positif, une levure et différents types de champignons comme
Aspergillus flavus, Cryptococcus neoformans, Penicillium expansum et Candida krusei
a des concentrations entre 0,78 et 1,56 ug/mi'’".

Figure 127 : Structure de la molécule HS-6, isolée a partir de Nocardia
otitidiscaviarum

2.3.2 Réseaux moléculaires de la souche Nocardia ofitidiscaviarum 20-S13
e Réseau moléculaire de la souche cultivée a petite échelle (pour la priorisation)

Gréace a I'utilisation du réseau moléculaire, la souche Nocardia otitidiscaviarum
20-S13 a été sélectionnée car elle produisait des clusters non annotés (Figure 128).

170 Ibid.

71 Mikami, et al., Mycopathologia, 1990, 112, 113-8.
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Figure 128 : Le réseau moléculaire de la souche Nocardia ofitidiscaviarum 20-S13
avec quelques clusters non annotés. Les différentes couleurs des nceuds

correspondent a différentes souches d'actinobatéries possédant la méme morphologie
que la souche 20-S13
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Réseau moléculaire de la souche cultivée a plus grande échelle pour une étude
approfondie du métabolome

Le réseau moléculaire des extraits de la souche obtenus par différentes
conditions de culture a été réalisé. L’extrait a I'acétate d’éthyle des résines issues de
la culture liquide (LSF) a été étudié afin d’isoler les composés d’intérét.

Les composés produits par les actinomycétes du genre Streptomyces, trouvés
également chez une souche du genre Nocardia

L’analyse du chromatogramme de I'extrait a I'acétate d’éthyle de la culture LSF
met en évidence deux produits majoritaires (m/z = 445,1134, [M+H]" et m/z =
429,1187, [M+H]") (Figure 129). L’annotation de ces produits par GNPS et NAP
indique que ces deux molécules sont de la famille des entérocines. Ce sont des
polyacétates antimicrobiens isolés a partir de plusieurs espéces de
Streptomyces'’?>173, Ces molécules sont des métabolites spécialisés ayant une faible
masse moléculaire et ne doivent pas étre confondues avec les « entérocines » qui sont
des bactériocines produites par les bactéries Enterococcus spp.'"4175,

172 Miyairi, et al., J Antibiot (Tokyo), 1976, 29, 227-35.

73 Saurav, et al., Natural Product Research and Development, 2014, 1216-1220.
74 Casaus, et al., Microbiology, 1997, 143 ( Pt 7), 2287-2294.

75 Wu, et al., Molecules, 2022, 27, 2258.
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Figure 129 : Chromatogramme LC-MS (TIC-ESI +) de I'extrait a I'acétate d’éthyle de
la souche 20-S13 cultivée en milieu liquide (en bas) et les clusters d’intérét du réseau
moléculaire, générés a partir des extraits bruts de la souche cultivée sous différentes
conditions. Dans cette figure, 3 clusters ont été mentionnés : un cluster contenant les
molécules majoritaires de I'extrait, annotés comme des entérocines par GNPS et par
NAP ; un cluster avec des adduits NH4" et un cluster avec des adduits Na* de la méme
molécule. L'extrait a 'acétate d’éthyle de la culture liquide est représenté par la couleur

vert pomme.

L’exploitation des données HRMS des ions a m/z =
a permis de proposer les formules brutes CoH20010 et C22H200g9, respectivement.
L’analyse des données spectrales RMN 'H et '°C de ces deux molécules ont permis
de confirmer qu’elles correspondent a I'entérocine (ou vulgamycine) et la déoxy-
entérocine (Figure 130)'7%. La configuration absolue de la (-) entérocine'”” a été

176 Cowled, et al., Org Biomol Chem, 2020, 18, 5879-5890.

77 La (-)entérocine vient d’'une source naturelle contrairement a la (+)entérocine qui est un produit

synthétique

4451129 etm/z =

429,1181
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Figure 130 : Structure de I'entérocine et ses dérives.

Isolement ciblé des molécules dans les clusters non annotés

L’analyse des informations émanant des réseaux moléculaires des extraits
acétate d’éthyle de la souche 20-S13, nous ont conduits a cibler les molécules
appartenant aux clusters des adduits NH4" et Na* (les molécules éluées entre 8,9 et
12,4) (Figure 129). Les molécules de ces clusters ne présentent aucune annotation
dans le réseau moléculaire. De plus, les formules brutes générées a partir des masses
exactes de ces molécules n'ont pas donné de « hits » dans les bases de données de
DNP®. Par conséquent, nous avons décidé de les isoler et de les identifier.

Deux nouvelles molécules ont été isolées a partir de I'extrait a I'acétate d’éthyle
de la condition LSF (composés 12 et 13). Les m/z de ces deux entités n'apparaissaient
pas sur le réseau moléculaire (composeé 12 a m/z = 510,3269 [M+NH4]" et 515,2824
[M+Na]* et composé 13 a m/z = 627,3716 [M+Na]* et 622,4168 [M+NHa]*) en raison
de leur faible quantité dans l'extrait.

Cependant, elles sont potentiellement des analogues des molécules
représentées dans les clusters de la Figure 129 car elles ont des profils de masse
avec des adduits similaires ([M+Na]* et [M+NHa4]*). De plus, nous avons observé des
fragmentations similaires entre les spectres SM/SM de l'ion a m/z = 622,4153 (Tr =
11,04) dans le cluster des ions [M+NHa]* et du composé 13 (m/z 622,4168 [M+NH4]",
Tr=12,01) (Figure 131), suggérant que ces deux molécules sont potentiellement des
isoméres.

78 Koser, et al., Organic Letters, 2022, 24, 6903-6907.
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Figure 131 : Comparaison des spectres SM/SM du composé 13 et la molécule
présente dans le cluster des ions [M+NHa]*

Elucidation

structurale du composé 12

La mesure de spectrométrie de masse haute résolution a m/z = 510,3269
[M+NH4]" et 515,2824 [M+Na]* du composé 12 donne la formule brute C24H44010, ce
qui correspond a trois insaturations (Figure 132, Figure 133). En cherchant cette
formule brute dans les bases de données du DNP®, aucun résultat n’a été obtenu.

3" _OH

HO. 1,

Figure 132 : Structure du composé 12
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Figure 133 : Spectre HR-ESIMS en mode positif du composé 12.

En inspectant le spectre RMN '"H du composé 12, nous avons pu observer
rapidement la présence d’une longue chaine aliphatique indiquée par des signaux de
protons entre 1,28 et 1,30 ppm et un méthyle a 0,90 ppm.

Le proton du méthine a ou = 5,12 ppm (H-1) ainsi que I'ensemble des protons
entre 3 et 5 rappellent les signaux caractéristiques d’un sucre.

Les corrélations du spectre RMN 'H-"H COSY permettent de déterminer les
couplages entre les protons voisins du proton a én = 5,12 ppm. Les protons des autres
meéthines dans cette sous-structure sont également déblindés, indiquant qu’ils sont
portés par les carbones porteurs du groupement de I'’hydroxyle (Figure 134).
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Figure 134 : Détails de corrélations du spectre 'H-"H COSY du composé 12 (500 MHz,
CH3OH-ds).

Les corrélations entre les protons H-4 et H-5 ; H-5 et H-6a/6b en 'H-"H COSY
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ont permis d’établir le systeme de spin relatif a la sous-structure décrite ci-dessus
(Figure 135).
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Figure 135: Détails des corrélations du spectre 'H-"H COSY du composé 12 (500
MHz, CH30H-da).
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Figure 136 : Détails des corrélations du proton H-2” du spectre 'H-"H COSY pour le
composé 12 (500 MHz, CH3OH-da).

Le proton du méthine (H-2") a én = 4,31 ppm corréle seulement avec les protons
H-3a” a ou = 3,81 ppm (1H, m) et H-3b” a éu = 3,87 ppm (1H, m) du méthyléne,
indiquant une autre sous-structure (Figure 136).

150



151

Les corrélations HMBC entre le proton du méthine (H-2") a én = 4,31 ppm et les
carbones C-1"” a dc = 175,5 ppm (ester ou acide carboxylique), C-1 a éc = 96,2 ppm
et C-3” a 0c = 64,0 ppm nous ont permis de relier les deux structures du composé 12
(Figure 137).

H-2"
e
— | 20-HMBC-PR 160D fopopsoin3 6.1 ouazzani 2 E
C-3—— — 3" OH /N HMBC
— e HO riz" —
= g o s
O 2
o —OH
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HO s 4
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Figure 137 : Détails de corrélations 'H-3C HMBC du proton H-2 du composé 12 (500
MHz, CH30H-da).

La corrélation "H-"3C HMBC entre le proton du méthine (H-5) & 61 = 3,77 ppm et
le carbone C-1 a &¢c = 96,2 ppm nous a permis de finaliser la construction du cycle
pyranose (Figure 138). Les constantes de couplages du proton anomérique H-1 (J =
3 Hz) ainsi que celles observées entre les protons H-1, H-2, H-3, H-4 et H-5 de type
axial, axial suggérent que le cycle pyranose est un alpha-glucose.
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Figure 138 : Détails des corrélations "H-'3C HMBC du proton H-1 et H-5 du composé
12 (500 MHz, CH30H-d4).

Concernant la chaine aliphatique du composé 12, nous avons déterminé les
corrélations des protons voisins grace au spectre 'H-'H COSY. Les protons du
meéthyléne H-2a'/H-2b’ (6w = 2,42 ppm) corrélent avec les protons H-3a'/H-3b’', eux-
méme corrélant avec les protons de la chaine aliphatique (Figure 139).
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Figure 139 : Détails des corrélations 'H-'H COSY des protons de la chaine aliphatique
du composé 12 (500 MHz, CH30OH-d4).

Les corrélations "H-"3C HMBC entre les protons H-2', H-3', H-2 et le carbone de
la fonction ester C-1'a 6c = 175,5 ppm ont permis de relier les sous-structures de la
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molécule. La longueur de la chaine aliphatique a été déduite a partir de la différence
entre sa formule brute et celle de la sous-structure (Figure 140).
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Figure 140 : Détails des corrélations du spectre 'H-"3C HMBC du composé 12 (500
MHz, CH30H-da).

La multiplicité « anormale » des protons du méthylene H-2a'/H-2b' de la chaine
aliphatique

La multiplicité des protons du méthyléne H-2a'/H-2b' est particulierement
intéressante. Nous avons réalisé des expeériences supplémentaires en RMN en
augmentant le champ magnétique pour expliquer la multiplicité de ce proton. Le
spectre du proton RMN 'H enregistré a 700 MHz a permis d’améliorer la résolution des
signaux de ces deux protons (Figure 141).
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Figure 141 : Superposition des analyses RMN 'H des protons H-2a'/H-2b' du composé
12 a différents champs magnétiques dans le but de déterminer leurs multiplicités (vert,
500 MHz, rouge 700 MHz et bleu 800 MHz).
Comme indiqué dans la Figure 140, les protons H-2a' et H-2b' correlent entre
eux ainsi qu’avec deux protons non équivalents H-3a' et H-3b'. Nous avons supposé
que leur multiplicité était un doublet de doublet de doublet. Nous avons utilisé
NMRnotebook® pour déterminer la multiplicité ainsi que la constante de couplage de
ces deux protons (Figure 142).
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Figure 142 : La multiplicité et la constante de couplage de deux protons H-2a' et H-



2b', déterminés par NMRnotebook®.

Les données issues de linterprétation des spectres RMN du proton 'H, du
carbone 3C, de 'HSQC et de ’'HMBC sont résumées dans le Tableau 9.

Tableau 9. Déplacements chimiques des protons (500 MHz, CH3OH-ds) et des
carbones (125 MHz, CH3OH-d4) du composé 12.

Position OH, mult, Jin Hz Oc (ppm) HMBC
1” - 173,5 -
2" 4,31 (1H, dd, J=6,1; 3,3 Hz) 77,5 C-17,3",1

” 3,81 (1H, m) y oA
3 3.87 (1H. m) 64,0 C-17,2
1 5,12 (1H, d, J = 3,6 Hz) 96,2 C-2,3,4,2"
2 4,57 (1H, dd, J = 10,1; 3,6 Hz) 74,6 C-1,3,4, 1
3 3,96 (1H, dd, J=9,8;9,2 Hz) 71,8 -4,5
4 3,39 (1H, dd, J=9,6 ;9,4 Hz) 71,9 C-3,5,6
5 3,77 (1H, m) 74,0 C-1,4,6

3,69 (1H, dd, J = 11,8; 5,7 Hz) C-5,4
6 3,82 (1H, m) 62,5
1’ - 175,5 -

: 2,40 (1H, ddd, J = 15,5; 8,0; 7,6 Hz) g
2 2,44 (1H, ddd, J=15,9; 8,1; 7,7 Hz) 35,1 C-1,3.4
3 1,64 (2H, m) 25,8 C-1,2,4
4 1,34 (2H, m) 30,3 C-3
5 1,28-1,30 (2H, m) 30,3 -

6’ 1,28-1,30 (2H, m) 30,4 -

7 1,28-1,30 (2H, m) 30,5 -

8’ 1,28-1,30 (2H, m) 30,6 -

9 1,28-1,30 (2H, m) 30,8 -

10’ 1,28-1,30 (2H, m) 30,8 -

11 1,28-1,30 (2H, m) 30,8 -

12’ 1,28-1,30 (2H, m) 30,8 -

13 1,28 (2H, m) 33,1 C-14
14’ 1,31 (2H, m) 23,7 C-13, 15’
15’ 0,90 (3H, t, J=6,9 Hz) 14,4 C-13, 14’

e Elucidation structurale du composé 13

Lesions a m/z622,4168 [M+NH4]* et 627,3716 [M+Na]" du composé 13 (Figure
143) donne la formule brute C31Hs6011, suggérant la présence de quatre insaturations
(Figure 144). En cherchant cette formule brute dans le DNP®, aucun résultat n’a été
obtenu.



Figure 143 : Structure du composé 13.
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Figure 144 : Spectre HR-ESIMS en mode positif du composé 13

Les composés 12 et 13 présentent des signaux similaires, suggérant des
molécules analogues (Figure 145). Les différences principales entre ces deux
composés sont la présence de deux méthyles (on = 1,15 et 1,17 ppm) et un méthine
(On = 2,59 ppm) de plus dans le composé 13.
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Figure 145 : Superposition des spectres de proton '"H RMN du composé 12 (rouge,
500 MHz, CH30OH-d4) et composé 13 (bleu, 500 MHz, CH30H-d4)

La structure de la molécule 13 a été élucidée par I'étude de ses spectres RMN.
De plus, l'obtention de cristaux par évaporation d’un mélange dichlorométhane,
méthanol et acétonitrile (1 :1 :1). Sa structure a été confirmée par une expérience de
diffraction aux rayons X. Cette expérience nous a également permis de confirmer que
le sucre dans la structure des composés est un alpha-glucose (Figure 146).

Figure 146 : Représentation ORTEP du composé 13 par diffraction des rayons X

Le proton H-3 associé au carbone porteur de I'hydroxyle dans le composé 12
(61 =3,96 ppm) est plus déblindé dans le spectre RMN '"H du composé 13 (H-3, oy =
5,46 ppm), indiquant qu’'une substitution a eu lieu sur cette position (Figure 147,
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Figure 148).

I 1 0 M
2D-COSY-1H-1H MeOD /opt/iopspin3.6.1 ouazzani 16 L E
H-4 &8
= D
H-2 e ¢
S 2 ,@;\ Q. OH .
2 [[w
. b
3
H-3 R 3 2 82 |e
OH °
. T T T T T T T T T T T T T T T T T T
55 5.0 45 40 F2 [ppm]

Figure 147 : Détails de corrélations du spectre 'H-"H COSY du composé 13 (500 MHz,
CH30OH-da).

Le proton du méthine a ou = 2,59 ppm, apparaissant sous la forme d'un
sextuplet, indiquant qu’il a six protons voisins : un méthyle a o1 = 1,15 ppm et un autre
méthyle a 61 = 1,17 ppm (Figure 148).
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Figure 148 : Spectre de proton RMN 'H du composé 13 avec I’agrandissement des
signaux du méthine a on = 2,59 ppm (500 MHz, CH30H-d4)

Nous avons observé une fonction ester (0c = 178,2 ppm) supplémentaire dans
le composé 13. Ce groupement ester en position C-1" correle avec les protons H-3,
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H-2", H-3" et H-4", confirmant la présence d’'un groupement ester isopropylique sur
le carbone C-3 (Figure 149).
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Figure 149 : Détails de corrélations du spectre 'H-3C HMBC d’une sous-structure du
composé 13 (500 MHz, CH3OH-da)

La longueur de la chaine aliphatique du composé 13 a été ensuite déterminée
en analysant la différence entre la formule brute de la sous-structure et celle du

composé (Figure 150).

yoi'(z.\/\/\/\/\/\/\/\/

Figure 150 : la chaine aliphatique du composé 13

Clarification de multiplicité du méthylene en position 2'

Nous avons observeé le méme probléme de multiplicité du méthylene en position
2' dans le composé 13. Le produit a été re-analysé en RMN en augmentant le champ
magnétique.
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Figure 151 : Superposition des analyses '"H RMN du proton H-2' du composé 13 a
différents champs magnétiques dans le but de déterminer sa multiplicité (vert, 700
MHz, rouge 500 MHz et bleu 800 MHz).

Les signaux du méthyléne sont bien séparés en montant en champ magnétique.
Ces signaux sont plus écartés dans le composé 13 en comparant a ceux du composé
12. Cette différence vient probablement de la présence d’un substitué en position C-8
du composé 13 (Figure 151).

Nous avons également utilisé NMRnotebook® pour calculer les constantes de
couplage de deux protons de ce méthyléne et ainsi déterminer sa multiplicité (Figure
152). Chacun des protons du méthyléne est sous forme de doublet de doublet de
doublet comme dans le cas du méthyléne du composé 12.
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Figure 152 : Multiplicités et constantes de couplage des deux protons H-2a' et H-2b',



déterminés par NMRnotebook® (700 MHz, CH3OH-da)
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Figure 153 : Spectre de proton RMN 'H du composé 13 avec agrandissement des
signaux de protons de deux méthyles a én = 1,15 ppm (doublet) et a o1 = 1,17 ppm
(700 MHz, CH30OH-d4)

Le spectre de proton RMN 'H du composé 13 en 700 MHz a permis de mettre en
evidence la multiplicité de deux méthyles a éu = 1,15 ppm (doublet) et a on = 1,17 ppm
(doublet). Les signaux de protons de ces deux méthyles se chevauchaient et
donnaient un aspect de triplet (effet de toit) dans le spectre '"H RMN enregistré en 500
MHz. Cela montre l'importance du champ magnétique du spectrométre dans
I'enregistrement et I'interprétation des spectres RMN (Figure 153).

Les données issues de linterprétation des spectres RMN du proton 'H, du
carbone 3C, de 'HSQC et de ’'HMBC sont résumées dans le Tableau 10.

Tableau 10. Déplacements chimiques des protons (500 MHz, CH3OH-d4) et des
carbones (125 MHz, CH30OH-d4) du composé 13

Position on, mult, J in Hz Oc (ppm) HMBC
1 5,18 (1H, d, J= 3,8 Hz) 96,0 C-2,3,2"
2 4,75 (1H, dd, J=10,3; 4,8 Hz) 72,4 C-1, 3
3 5,47 (1H, dd, J = 9,6; 9,4 Hz) 73,3 C-17,2,4
4 3,60 (1H, dd, J = 9,6; 9,4 Hz) 69,6 C-3,5,6
5 3,85 (1H, m) 74,0 C-4

3,72 (1H,dd, J=11,5; 3,3 Hz C-5

6 ( 3,82 (1H, m) ) 62,0

6 [rel

161



E i 172.7 i
2" 435 (1H, dd, J = 6.1, 3.3 H2) 77.2 CA”.3" 1
. 3,86 (1H, m) .
3 301 (4t m) 63,9 C-17, 2
7 ; 1747 :
2,30 (1H, ddd, J= 15,9 8,0 ; 8,0
, Hz) v o A
2 2,36 (1H, ddd, J = 15,8 : 8,0 ; 7,1 34.9 C-1.3.4
Hz)
3 1,59 (2H, m) 25.6 CA. 2.4
4 1.28-1,33 (2H, m) 30,2 :
5 1.28-1,33 (2H, m) 30.4 :
6 1.28-1,33 (2H, m) 30,4 :
7 1.28-1,33 (2H, m) 30,5 i
8 1.28-1,33 (2H, m) 30,7 :
9 1.28-1,33 (2H, m) 30,7 :
10 1.28-1,33 (2H, m) 30,7 :
11 1.28-1,33 (2H, m) 30,7 :
12 1.28-1,33 (2H, m) 30.7 :
13 1.28-1,33 (2H, m) 30,7 :
14 1.28-1,33 (2H, m) 30,7 :
15 1.28-1,33 (2H, m) 30,7 :
16 1.28-1,33 (2H, m) 33,1 :
17 1,31 (2H, m) 23.7 C16, 18
18 0,91 (3H. t, J = 6.7 Hz) 145 CA6’, 17
1 : 178.2 i
2 2,59 (1H, sx, J = 6,9 Hz) 35,3 CA”, 3", 4
3 115 (3H, d, J = 7.1 H) 19.2 CA™. 27 47
4 2,17 (3H,d, J=7,0 Hz) 19,6 c-17, 27, 3"

Stéréochimie des composés 12 et 13

La stéréochime relative du composé 13 a été déterminée par I'expérience de
diffraction aux rayons X. Comme les deux molécules sont de la méme famille,
I'expérience de diffraction aux rayons X des cristaux du composé 13 a ainsi permis de
confirmer I'hypothése sur l'identité du sucre du composé 12 (Figure 154).



OH OH Composé 12

: gn
OH OH@M Composé 13

Figure 154 : Stéréochimie relative des composés 12 et 13

Commentaires sur la structure des composés 12 et 13

Ces deux composés sont constitués de trois parties : un sucre greffé a une
chaine acide gras et un acide glycérique. La recherche de ces molécules dans les
bases de données DNP® et Sci-Finder® n’a donné aucun résultat. Nous avons donc
cherché les sous-structures de ces molécules.

La recherche de la sous-structure composée du sucre et de I'acide gras sur Sci-
Finder® a donné six résultats provenant de produits naturels avec la présence d’une
chaine aliphatique d’une longueur variant de 8 a 18 carbones. Cependant, celle-ci est
liée au carbone en position C-1 et non au carbone C-2 comme dans notre molécule.

Sci-Finder® a donné 22 résultats pour la sous-structure composée du sucre et
de lacide glycérique. Ces composés font partie d'une famille appelée
« extremolytes ». Il s’agit de petites molécules organiques produites par les micro-
organismes extrémophiles afin de répondre au stress salin et thermique'”®. Comme
nos composes contiennent une partie glucose, nous sommes particulierement
intéressés par la molécule dite glucosyl-glycérate. Celle-ci est trouvée chez les
cyanobactéries marines et joue un réle de protection des protéines et des cellules
contre les différents types de stress'®. Pour revenir a notre souche (Nocardia
otitidiscaviarum 20-S13), qui a été isolée a partir d'une source marine, nous nous
permettons de spéculer, ici, que les composés 12 et 13 sont probablement des

79 | entzen and Schwarz, Applied Microbiology and Biotechnology, 2006, 72, 623-34.
180 Becker and Wittmann, Current Opinion in Biotechnology, 2020, 65, 118-128.
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produits qui lui permettent de répondre aux stress environnementaux.
e Conclusion du chapitre et analyses critiques

Au travers de I'étude des trois souches de I'échantillon 20 (Hypocrea lixii 20-S1,
Emericellopsis microspora 20-S19 et Nocardia otitidiscaviarum 20-S13), le réseau
moléculaire se révele comme un outil puissant pour recueillir le maximum
d’informations sur les familles de molécules produites par les souches et de cibler les
molécules potentiellement intéressantes.

Cependant, I'exploration du réseau moléculaire demande un travail manuel
intense et un esprit ouvert et critique. Nous avons découvert quelques nouvelles
molécules ayant des annotations dans le réseau moléculaire. Pour vérifier la fiabilité
des annotations, il est nécessaire de vérifier le score d’annotation ainsi que l'origine
de la molécule annotée, si celle-ci est produite par les micro-organismes et/ou par le
méme genre du micro-organisme en question. Il faut également comparer les spectres
SM/SM de la molécule annotée et la molécule concernée pour avoir une idée de leur
similarité.

De plus, l'utilisation de plusieurs outils d’annotation est fortement conseillée car
cela nous permet de faire ressortir plus d’'informations sur I'identité des molécules ainsi
que de comparer les annotations entre les outils. Cependant, cela nécessite un
traitement manuel important des données.

Certaines molécules minoritaires ne sont pas détectées par le réseau
moléculaire car elles n‘ont pas été fragmentées dans I'extrait brut en raison de nos
parameétres d’acquisition. La fragmentation est réalisée sur les cinq ions les plus
intenses détectés dans le spectre SM. Nous pourrions augmenter cette valeur pour
pouvoir détecter les composés minoritaires. Cependant, nous serions en face d’un
nombre considérable d’informations, y compris des informations peu intéressantes. Il
est donc nécessaire de trouver les parameétres optimisés idéaux pour construire un
réseau contenant un maximum d’informations utiles. Dans notre cas, nous avons
réalisé des réseaux moléculaires regroupant les données SM/SM des fractions avec
des extraits bruts afin de maximiser les informations sur le profil chimique des souches.
Cela nous a permis de mettre en évidence des molécules minoritaires qui ont été
détectées dans les fractions et non dans I'extrait brut.

Le réseau moléculaire nous a permis de cibler des molécules potentiellement
intéressantes. Cependant, ces molécules sont souvent trés minoritaires dans I'extrait
donc trés difficiles a obtenir a I'état pur. De ce fait, I'isolement du nouveau produit
nécessite énormément d’efforts et de temps.

L’analyse génomique des micro-organismes de I'échantillon 20 est actuellement
en cours.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Ce projet de these implique des connaissances et des développements dans
plusieurs disciplines : métabolomique, génomique, chimie extractive et analytique et
microbiologie. Différentes statégies de priorisation ont été envisagées (Figure 155) :

Les champignons et les actinomycétes ont été priorisés en début de thése - et avant
les analyses génétiques - par leur morphologie,

Leur métabolome ont été ensuite étudié par réseaux moléculaires afin de prioriser les
souches intéressantes,

L’utilisation de sondes chimiques pour cibler les molécules d’intérét et intercepter
d’éventuels intermédiaires biosynthétiques par définition transitoire (des polyacétates
- par exemple - dans ce projet).

S
e by

Composé
d’intérét
ST mattes Isolement guidé
de Kopara
Projet
1. Morphologie interdisciplinaire
AR o,
X
7/ /)
7, &
3. Sondes chimiques
Priorisation

2. Métabolomique

Données CL-SM/SM Yo L0
=

Traitement de « big data » ,. o
Réseaux moléculaires
G

NPS

Figure 155 : Différentes statégies de priorisation utilisé dans ce projet de thése

La technique des réseaux moléculaires est un outil trés puissant dans
I'exploration rapide, dans la déréplication et 'annotation de la diversité chimique des
micro-organismes. La stratégie de priorisation, fondée sur ['utilisation du réseau
moléculaire, nous a permis de prioriser les souches potentiellement intéressantes en
se basant sur l'originalité des métabolites produits et sur leurs activités biologiques
(dans le cas des micro-organismes de I'’échantillon 20). Par conséquent, cette stratégie
nous a aidés a gagner du temps en concentrant nos efforts sur I'étude des souches
priorisées. A partir de quatre souches priorisées et étudiées dans ce projet, 56
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molécules ont été isolées et caractérisées dont 10 nouvelles molécules.

Dans la premiéere partie de I'étude des micro-organismes priorisés par réseaux
moléculaires, la souche Streptomyces albidoflavus 19-S21, a été utilisée comme un
cas d’étude pour développer et optimiser une nouvelle technologie de culture, appelée
« SPEED » (Figure 156).

Priorisation i
-

Réseau g

moléculaire -

Mattes de Kopara 38 souches de Streptomyces SPEED technology
|'échantillon 19 albidoflavus 19-521

Photocycloaddition L&&
[2+2]
OH

on Tétrodécamycine

o
Spirobistétrodécamycine A Spirobistétrodécamycine B

Nouveau analogue
des antimycines

Figure 156 : Résumeé des résultats obtenus de la souche Streptomyces albidoflavus
19-S21 et la technique de culture SPEED.

Cette technique de culture a été inventée dans le but de séparer la biomasse
de micro-organismes des résines XAD-16, ce qui entraine, de plus, 'observation de
meétabolites non-attendus dans les extraits bruts. Nous avons, par l'analyse de
plusieurs conditions de culture, observé une production unique de la tétrodécamycine
en grande quantité par la souche en conditions « SPEED ». Cette molécule a été
isolée, pour la premiere fois, a partir de la Streptomyces nashvillensis MJ885-mF8 en
1994'8' Nous avons également isolé plusieurs familles de molécules a partir des
extraits obtenus par la technique SPEED dont une nouvelle molécule appartenant a la
famille des antimycines (composé 2).

Nous avons par la suite découvert la formation spontanée des diméres de la
tétrodécamycine (spirobistétrodécamycines A et B) par la lumiére via une réaction
photocycloaddition [2+2]. Une expérience d’irradiation de la tétrodécamycine par la
lumiére artificielle mais mimant des conditions d’ensoleillement intenses a été réalisée
afin de confirmer I'hypothése de la transformation spontanée de la tétrodécamycine
en spirobistétrodécamycines A et B. Des calculs DFT sont encore nécessaires pour

'8 Tsuchida, et al., J Antibiot (Tokyo), 1994, 47, 386-8.
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finaliser la rédaction de la publication de ces résultats.

Notre stratégie de priorisation basée sur les réseaux moléculaires n’a pas été
trés satisfaisante dans un premier temps. Nous avons isolé une molécule connue, la
tétrodécamycine, car elle n’était pas disponible dans les bases de données du GNPS.
L’annotation in silico par ISDB n’a pas pu, non plus, I'identifier. Cependant, nous avons
réussi a développer une nouvelle technologie innovante et découvert les premiers
dimeres de la tétrodécamycine, ainsi qu’un nouvel analogue d’antimycine.

A travers des expériences sur les réseaux moléculaires des micro-organismes
de l'échantillon 19, nous avons amélioré nos criteres de priorisation des micro-
organismes de I'échantillon 20. Cette fois, en plus de l'originalité des molécules, les
souches priorisées doivent étre actives sur les bactéries testées : Escherichia coli,
Micrococcus luteus and Bacillus subtilis. Pour recueillir le maximum d’informations sur
les molécules du réseau moléculaire des souches de I'échantillon 20, nous avons
confronté les annotations de deux outils NAP et ISDB (Figure 157).
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Figure 157 : Résumé des résultats obtenus des souches priorisés de I'échantillon 20

Par I'étude de la souche Hypocrea lixii 20-S1, nous avons isolé la molécule T22
azaphilone, un biopesticide commercial isolée a partir des souches Trichoderma
harzianum T22 et T39' et 3 nouvelles molécules (composé 5-7), qui ont
probablement un lien avec des précurseurs de biosynthése des azaphilones'83.

'82 Vinale, et al., Letters in Applied Microbiology, 2006, 43, 143-8.
183 | es azaphilones sont des polyacétates produits par plusieurs espéces de genres de champigons
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Nous avons découvert une nouvelle molécule (composé 11) et trois peptaibols
de 15 résidus d’acides aminés de la famille des émérimicines (émérimicine lll, V, VI)
a partir du champignon Emericellopsis microspora 20-S19. Ces trois composés n’ont
pas été détectés dans le réseau moléculaire a cause de la fenétre d’acquisition des «
scans » en SM non adaptée. Par conséquent, il est nécessaire d’élargir ce paramétre
afin d’obtenir plus d’informations complétes sur les extraits bruts.

A partir de I'actinomycéte 20-S13 Nocardia otitidiscaviarum, deux nouvelles
molécules (composés 12 et 13) ont été isolées. N. ofitidiscaviarum est un agent
opportuniste qui cause des infections chez les personnes immunodéprimées. Cette
souche est tres peu étudiée chimiquement jusqu’a présent. |l n'existe qu’'une seule
molécule décrite a partir de Nocardia otitidiscaviarum depuis 1990 (HS-6).

Les tests des activités biologiques des molécules isolées afin de vérifier leurs
éventuels champs d’application doivent étre envisageés.

La puissance de la stratégie de priorisation fondée sur l'utilisation du réseau
moléculaire a été démontrée par lisolement de plusieurs nouvelles familles de
molécules a partir des micro-organismes ciblés. Cette stratégie permet une
observation globale et rapide sur l'originalité des métabolites produits par différentes
souches et de choisir les souches potentiellement intéressantes. Plusieurs outils
informatiques ont été développés pour permettre une meilleure application de cette
stratégie. Par exemple, Inventa'®, un nouvel outil développé en 2022 par I'équipe de
Jean-luc Wolfender, combine plusieurs informations (différents résultats d’analyse et
les données bibliographiques) afin de faciliter l'interprétation des données et donc une
meilleure prise de décision dans la priorisation.

Cependant, il estimportant d’étudier le réseau moléculaire avec un esprit ouvert
et critique car nous n'obtenons qu’une idée de la structure mais pas la vraie identité
des molécules présentes dans I'extrait. || est nécessaire de chercher les annotations
proposées dans la littérature pour savoir si ces annotations sont cohérentes avec ce
que nous nous attendons a trouver chez les micro-organismes. Un autre probleme
rencontré avec le réseau moléculaire est la non-détection des molécules minoritaires
dans les extraits bruts malgré la sensibilité de la spectrométrie de masse. Il est donc
préférable de trouver des paramétres plus adaptés a des extraits de micro-organismes
ou d’étudier le réseau moléculaire des fractions afin d’observer les molécules
minoritaires.

telles que Aspergillus, Penicillium, Chaetomium, Talaromyces, Pestalotiopsis, Phomopsis, Emericella
et Epicoccum, ainsi que Monascus et Hypoxylon.
184 Quiros-Guerrero, et al., bioRxiv 2022,
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CHAPITRE IV : PARTIE EXPERIMENTALE

PARTIE MICROBIOLOGIE

e Collection des échantillons de mattes de Kopara

Nos échantillons de mattes de Kopara ont été collectés a partir de ces
coordonnées GPS : 14°55'58.8"S 147°51'00.7"W (premier point de prélevement). Les
prélévements ont été réalisés en collaboration avec Pacific Biotech. Chaque partie de
matte prélevée présentait des caractéristiques morphologiques spécifiques (Tableau
11).

Tableau 11: Les échantillons des mattes de Kopara avec des caractéristiques
morphologiques différentes prélevés au premier point.

1°" point milieu mare (20 m a l'intérieur)

17 surface boule kopara

18 boule Kopara (carotte)

19 boule Kopara (carotte)

20 boule Kopara (carotte) + eau milieu mare
21 sédiment bord -15 cm

22 carotte Kopara sur bourre de coco (bord)
23 sable cété lagon

¢ [solement des micro-organismes

Pour isoler les micro-organismes cultivables, tout d’abord, les différents
échantillons ont été broyés avec I'eau stérile et puis partagés en deux tubes Falcon® :
un laissé a température ambiante et 'autre chauffé au bain-marie a 50 °C pendant une
heure. Ensuite, 50 uL d’'inoculum de chaque tube a été prélevé et étalé sur différents
milieux de culture marins (A1BFe+C, MYA2, R2A, SCAM, MB)'8 et non marins (PDB,
SFM)'8_ La préparation des milieux de culture sera détaillée ultérieurement.

Les dilutions en série (10" et 10-2) de chaque tube ont été réalisées avec I'eau
stérile salée. Ces dilutions ont été ensuite ensemencées dans différents milieux de
cultures comme citées préecédemment. Enfin, ces cultures ont été placées a I'étuve a

85 A1BFe+C : le nom du milieu utilisé dans la littérature
MYAZ2 : Malt 2 % Yeast Extract Agar

R2A : Reasoner's 2A agar

SCAM : S = sels marins, C = caséine, AM = amidon
MB : Marine Broth

86 PDB : Potato Dextrose Broth

SFM : Mannitol Soya Flour
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28 °C permettant la croissance des micro-organismes.

Ces boites de culture ont été inspectées régulierement. Les colonies ont été
isolées en fonction de leur morphologie (de préférences champignons et bactéries
filamenteuses). Ces colonies ont été ensuite ensemencées sur deux milieux de
cultures : non marin PDB et marin A1BFe+C jusqu’a I'obtention de la colonie de
souche propre. Plusieurs repiquages ont été réalisés afin d’'obtenir une souche pure.

Toutes les étapes de préparation d’'inoculum et purification des souches ont été
effectuées sous une hotte a flux laminaire afin d’assurer la stérilité des manipulations.

Les milieux de cultures utilisés sont détaillés ci-dessous :

Les milieux de cultures marins ont été préparés avec de I'eau distillée :

A1BFe+C : amidon 10 g, extrait de levure 4 g, peptone 2 g, carbonate de calcium 1 g,
sulfate de fer(lll) 5 mL, bromure de potassium 5 mL, sels marins 30 g, agar (Difco, 20
g/L).

MYAZ : extrait de malt (Difco, 20 g), extrait de levure (Difco, 1 g), sels marins 30 g,
agar (Difco, 20 g/L).

R2A : R2A (Difco, 18.2 g), sels marins 30 g, agar 5 g.

SCAM : amidon 10 g, caséine 1 g, sels marins 30 g, agar (Difco, 20 g/L).

MB : bouillon marin 2216 (Difco, 37,4 g/L), agar (Difco, 20 g/L).

Les milieux de cultures non marins ont été préparés avec 'eau de ville :

PDB : extrait de pomme de terre et dextrose (milieu prét a 'emploi, Difco, 24 g/L), agar
(Difco, 20 g/L).
SFM : farine de soja 20 g, mannitol 20 g, agar (Difco, 20 g/L).

Les milieux de culture sont stérilisés a I'autoclave a 120°C avant d’étre répartis
dans les boites de Pétri.

e Culture a « petite échelle » et « grande échelle »
Toutes les souches sélectionnées ont été cultivées selon le protocole suivant :

e La culture en milieu liquide (LSF pour Liquid State Fermentation) :

En vue d’obtenir nos premiers réseaux moléculaires, nous avons tout d’abord
réalisé des cultures a petite échelle. Pour cela, chaque souche a été cultivée en
Erlenmeyer de 2 L contenant 1 L de milieu de culture PDB et 40 g de résines
Amberlite® XAD-16 stérile (1 Erlenmeyer par souche). La culture a été agitée a 150
rpm dans un incubateur a agitation orbitale, thermostaté a 28°C pendant 7 jours. La
culture liquide couplée a I'extraction en phase solide in situ (SPE pour Solid Phase
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Extraction) permet de piéger les métabolites spécialisés microbiens tout au long de la
culture’®’,

Les souches priorisées par le réseau moléculaire ont été mises en culture a
grande échelle. Les procédures restent les mémes mais nous avons augmenté la
quantité d’Erlenmeyer utilisée (10 Erlenmeyers pour une souche).

e La culture en milieu solide (SSF pour Solid State Fermentation) :
Pour la culture a petite échelle, chacune des souches a été ensemencée dans
une boite de Pétri (24,5 cm x 24,5 cm). Pour cela, un mélange constitué de 30 mL
d’'inoculum et de 30 g de résines Amberlite® XAD-16 stérile a été réparti uniformément
sur la surface gélosée. Le surplus de liquide a été ensuite retiré a I'aide d’'une pipette
stérile. Les boites ont été ensuite incubées dans une étuve thermostatée a 28 °C
pendant 10 a 15 jours.

Pour la culture a grande échelle, nous avons réalisé deux conditions de
culture (5 boites de Pétri par condition) :

Un inoculum avec 30 g de résines Amberlite® XAD-16 (SSF)
Un inoculum sans les résines (AgSF pour Agar State Fermentation).

e Technique de culture « résine post-culture »

La condition « résine post-culture » a été réalisée pour les souches de
I'échantillon 20. Pour réaliser cette derniére, les souches ont été cultivées en condition
liquide normale dans un Erlenmeyer de 2 L contenant 1 L de milieu de culture PDB en
absence de la résine. Ces cultures ont été ensuite agitées a 150 rpm sur une table
d’agitation orbitalaire thermostatée a 28 °C pendant 13 jours. Cette technique n’a été
réalisée qu’en petite échelle.

e La stratégie de culture SPEED (Solid-Phase Extraction Embedded Dialysis)

La technique SPEED consiste a utiliser une poche de dialyse que nous avons
appelée SPEED, pour séparer in situ la biomasse de micro-organismes des billes de
résine. Cette poche comprend deux parties : une enveloppe externe en nylon et un
tube de dialyse interne contenant 40 g de résines Amberlite® XAD-16. Ce dernier,
avec un seuil de rétention des molécules de moins de 1400 daltons, permet de
sélectionner une grande variété de familles de métabolites spécialisés (Figure 42).

Afin de développer et d'optimiser cette technique de culture, une des souches
priorisées par le réseau moléculaire, Streptomyces albidoflavus 19-S21 a été choisie.
Cette souche, conservée a -20 °C dans 20 % de glycérol, a été recultivée puis

187 Le Goff, et al., J Nat Prod, 2013, 76, 142-9.
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repiquée en quatre boites de Pétri contenant le milieu PDA (3 x 15 cm) pendant 5
jours.

Pour préparer 'inoculum, 16 mL d'eau stérile ont été ajoutées dans chacune des
boites de Pétri. La biomasse de la souche a été récupérée en grattant doucement la
surface de boite avec un scalpel. Ensuite, 10 Erlenmeyers de 2 L contenant 1 L de
milieu de culture PDB et un tube SPEED stérile ont été ensemencés avec 4 mL
d’'inoculum (4 mL d’inoculum par Erlenmeyer). Ces cultures ont été ensuite agitées a
150 rpm dans un incubateur a agitation orbitale et thermostaté a 28 °C pendant 13
jours. Aprés 13 jours de culture, les tubes SPEED ont été récupérés, puis rincés
abondamment sous I'eau du robinet pour détacher la biomasse collante. L’enveloppe
externe a été retiré puis le tube interne a été récupéré et lavé sous I'eau courante.
Enfin, les résines XAD ont été récupérées, placées dans un entonnoir Buchner,
relavées abondamment a I'eau et séchées sous vide pour enlever I'eau résidu

e Protocole de synthése de la sonde N-(4,6-dioxoheptyl) décanamide

La sonde N-(4,6-dioxoheptyl) décanamide a été synthétisée par Sarah Szwarc
dans le cadre de son stage de M2. Le protocole de synthese est le méme que celui
dans l'article de E. Riva et al."8,

SZ04 (1.084 g, 2.83 mmol) was dissolved in methanol (45 mL) and heated under
reflux overnight under argon atmosphere. The solvent was evaporated, and the crude
was purified by Flash Chromatography (elution gradient starting from 100%
Cyclohexane and linearly increasing to 100% EtOAc over 75 min and from 100%
EtOAc to 100% MeOH over 30 min). The final compound was obtained as a white
powder (694.2 mg, 78.9%). Rf = 0.04 (100% EtOAc).

O
o )LN OH o)
99 Hmo CH;OH, 65 °C, 16 h CQHM)LN/\/\(\H/O\
H O O
OXO
S704 N-(4,6-dioxoheptyl) décanamide

La sonde a été ensuite contrélé par I'analyse de CLHP-DEDL (Figure 158) et
sa structure a été confirmée en comparant ses données RMN 'H et '3C avec celles de
la littérature (les données RMN de la sonde ci-dessous ont été prises du rapport de

'88 Riva, et al., Angewandte Chemie Int. Ed., 2014, 53, 11944-9.
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stage de M2 de Sarah).

'H NMR: (300 MHz, CDCls): 1 5.68 (br's, 1H, NH), 3.73 (s, 3H, OCHs), 3.45 (s, 2H,
COCH,CO), 3.26 (apt q, J=6.6 Hz, 2H, NHCH3), 2.61 (t, J= 7.0 Hz, 2H, CH2CO), 2.14
(t J=7.5 Hz, 2H, CH.CONH), 1.85-1.76 (m, 2H, CH2-CH,CO), 1.62-1.57 (m, 2H, CH2-
CH2CONH), 1.26 (br s, 12H, (CHz)s), 0.87 (t, J=6.3 Hz, 3H, CHs)

13C NMR: (75 MHz, CDCls): 5¢ 202.5 (R:CO), 173.4 (RCONH), 167.6 (RCOOR), 52.3
(OCH3), 48.9 (COCH,CO), 40.3 (CH2CO), 38.6 (NHCH>), 36.8 (CH2CONH), 31.8 (CHo-
CH,CO), 29.4, 29.3, 25.9, 25.7, 23.3, 22.8 (each CH), 22.6 (CH.CHs), 14.0 (CHs);

ESI-HRMS: m/z [M+H]* calculated: 314.2326, found: 314.2335
Conform to literature’89
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Figure 158 : Profil de CLHP-DEDL de la sonde N-(4,6-dioxoheptyl) décanamide

Protocole d’incubation de la sonde N-(4,6-dioxoheptyl) décanamide avec la
souche

Plusieurs conditions d’incubation de la sonde avec la culture de la souche ont été
réalisées. En s’inspirant des conditions d’incubation de la sonde dans l'article de E.
Riva et al.’ nous avons développé un protocole adapté aux conditions

expéerimentales du laboratoire.

Pour préparer I'inoculum, 20 mL d’eau stérile ont été ajoutées dans chacune des
boites de culture (3 x 15 cm) de la souche. Ensuite, 1 mL d’'inoculum a été ajouté dans

189 |bid.

190 |bid.
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chaque Erlenmeyer de 100 mL contenant 20 mL de culture.

5.1 Conditions d’incubation de la sonde avec la souche en présence ou absence de résine

S @ | dinoculum dans
i : FALCON  chaque Erlenmeyer

& omL /\

& Liquide B Liquide
19-S21 Sonde JO Sonde JO
Volume de sonde a ajouter: 6 I;)q:é:ejz & I;?:olliejz
12.78 umol de sonde dans 100 pL de MeOH
(4 mg dans 100 pL)
Dans un volume final de 20 mL 5 o & o
Liquide Liquide
En comparant a l'article : Sonde J5 sonde J5
| Volume de sonde a ajouter: i
i 8.3 umol de sonde dans 100 pL de MeOH |
| (2.6 mg dans 100 L) '

Dans un volume final de 10 mL 20 mL de milieu de culture

Figure 159 : Protocole d’incubation de la sonde dans la culture de la souche avec ou
sans la résine

Dans cette condition, 100 yL de la sonde (12,78 ymol dans 100 yL de méthanol)
ont été ajoutées dans chacun des Erlenmeyers avec et sans la résine a différents jours
(Figure 159).

- JO : la sonde a été ajoutée le méme jour que la souche
- J2 :la sonde a été ajoutée deux jours aprés la souche
- J5:la sonde a été ajoutée cinq jours aprés la souche.



5.2 Conditions d’incubation de la sonde avec la souche en présence ou absence de résine
avec I'ajout de la sonde tous les trois jours

A
A‘l’)l

"“"\ @ . ginoculum dans +sonde JO, J3, J6, 19, J12
¢ P i fALcoN  chaque Erlenmeyer
A omL o

ﬁ/\&

Liquide

Liquide ‘
Sonde JO

Sonde JO

+sonde J5,17, )10
19-S21 [\

& Liquide
Sonde J2
g~ Y +sondels, 117

Liquide |
Sonde J5

Sans résine Avec résine

20 mL de milieu de culture

Liquide
Sonde J2

D )

Liquide
Sonde J5

=

Figure 160 : Protocole d’incubation de la sonde dans la culture de la souche avec ou
sans la résine avec I'ajout de la sonde tous les trois jours

Ce protocole est semblable au protocole précédent. La seule différence est I'ajout
de 100 pL de sonde tous les trois jours dans chaque condition d’incubation jusqu’a
l'arrét de la culture (Figure 160).
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5.3 Conditions de contréle : en présence de la souche sans la sonde

Bl 3 1 mL d’inoculum

FALCON dans chaque erlen

& Liquide
19-S21 ]
Liquide
Résine Post Culture
& Liquide
Résine In situ

20 mL de milieu de culture

Figure 161 : Conditions de contréle

La souche a été ensemenceée selon les protocoles classiques le méme jour que les
autres conditions afin de comparer les profils de la souche en absence de la sonde
(Figure 161).

e Essais biologiques

Les molécules isolées et les extraits ont été dissous dans le DMSO a 10 mg/mL
et puis testés sur trois micro-organismes tests : Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Micrococcus luteus. Ces trois micro-organismes stockés a -20 °C sont décongelés et
ensemencés dans 5 mL de milieu LB’ liquide. lls sont ensuite incubés pendant 24
heures a 28 °C pour B. subtillis et M. luteus et 37 °C pour E. coli.

Des boites de Pétri de 14 cm ou 25 cm de diametre, contenant du milieu LB
gelosé sont préparées. Le milieu LB contient la tryptone (Difco, 10 g), I'extrait de levure
(Difco, 5 g), la chlorure de sodium (VWR, 10 g) et I'agar (Difco, 20 g/L).

Ces boites sont ensuite ensemencées par inondation a partir d’inoculum de
souches tests. Le surplus d'inoculum est récupéré a l'aide d’une pipette. Les pastilles
ont été déposées a l'aide d’une pince et 10 uL de la solution a tester ont été ensuite
déposées sur chaque pastille a 'aide d’'une micropipette.

91 LB : Lysogeny broth, milieu de culture bactérienne non sélectif
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Des pastilles antibiotiques de référence ont été déposées au milieu des boites
: chloramphénicol (30 pg) pour E. coli et gentamycine (10 pg) pour B. subtillis et M.
luteus. Les boites de Pétri contenant B. subtilis et M. luteus sont incubées dans une
étuve a 28 °C, celles contenant E. coli sont incubées a 37 °C. La lecture des
antibiogrammes se fait aprées 24 et 48 h d’incubation, en mesurant le diamétre du
cercle d’inhibition des échantillons.

e Extraction de 'ADN génomique des micro-organismes

Les micro-organismes a extraire sont cultivés dans des Erlenmeyers de 100 mL
contenant du milieu PDB et LB. Ensuite, la culture fraiche de la souche (entre 3 a 5
jours) est centrifugée. Le culot est récupérée et broyé a froid dans I'azote liquide jusqu’a
obtenir une poudre fine (étape de la lyse mécanique). Deux protocoles d’extraction de
I’ADN génomique sont détaillés ci-dessous :

e Extraction du génome selon le protocole proposé par notre collaboration
Cette partie est réalisée en collaboration avec l'Institut de Biologie Intégrative
de la cellule (dans I'équipe de Dr. Lautru Sylvie). L’extraction s’est déroulée en 2 jours :

o Jour 1 : la poudre fine est transvasée dans un tube a centrifuger et puis
est centrifugée de nouveau afin d’enlever le liquide de culture restant. Ce tube est
ensuite incubé au bain marie a 65 °C pendant 30 min. Le culot est ensuite resuspendu
dans 10 mL du tampon TE, 500 pL de SDS 20 % et bien mélangé par retournement
jusqu’a I'obtention d’'un mélange blanc et mousseux. Ce mélange est ensuite incubé a
nouveau au bain marie a 65 °C pendant 30 min. Ensuite, nous avons ajouté 3 mL
d’acétate de potassium 3 M pH 5 dans le mélange puis nous I'avons laissé incuber 1
h dans la glace a 0 °C. Ce mélange est ensuite centrifugé, le surnageant est récupéré
dans un tube de 50 mL. Deux volumes d’éthanol y ont été ajoutés. Le tube est mélangé
par retournement et laissé a -20 °C pendant la nuit.

. Jour 2 : Avant de centrifuger le tube précédent, nous avons observé si
les filaments d’ADN de la souche étaient présents. Aprés la centrifugation, le culot est
resuspendu dans 700 uL du tampon TE, et transféré dans un tube eppendorf de 2 mL.
La purification d’ADN est réalisée par I'extraction au phénol/chloroforme (3 fois). La
phase aqueuse contenant 'ADN est récupérée dans un tube eppendorf de 1,5 mL et
nous avons ajouté 2 volumes d’éthanol absolu froid. Le mélange est ensuite bien
mélangé et incubé 1 h a 4 °C . Ensuite, le tube est centrifugé, le culot est récupéré et
rincé avec 1 mL d’éthanol 70 °C et séché a température ambiante. Enfin, le culot est
resuspendu dans 'eau/RNAse.

e Extraction de 'ADN génomique par Kit commercial
La poudre fine est répartie dans différents tupe Eppendorfa 2 mL (3 a 4 tubes pour
chaque condition de culture). L’ADN génomique a été ensuite extrait et purifié selon le
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protocole proposé avec les kits commerciaux DNeasy QIAGEN contenant les
différents tampons et membranes de filtration.

. L’ADN obtenu est vérifieé par I'électrophorése sur gel d’agarose et
quantifié par fluorimétrie (systéme Qubit) et ensuite confié a la plateforme de
séquencage d’'IMAGIF.

e Taxinomie des micro-organismes

Les micro-organismes a identifier ont été cultivées dans des boites de Petri (3 x
15 cm) pendant trois a cinq jours. La biomasse des souches fraiches a été récupérée
en grattant soigneusement avec un scalpel et mise en condition dans une boite de 96
puits fournie par notre collaborateur Microsynth.

PARTIE CHIMIE

e Extraction des métabolites des micro-organismes

Extraction des cultures gélosées de la culture solide sans résine (AgSF)

Les géloses sont découpées et séchées a 50 °C dans I'étuve pendant une nuit
afin d’enlever I'eau résiduelle. Les géloses séchées sont ensuite mises dans une
bouteille de 2 L ou nous avons ajouté I'acétate d'éthyle. L’extrait d’acétate d’éthyle
obtenu est ensuite évaporé sous pression réduite a I'aide d’un rotavapor. Les géloses
sont ensuite réextraites avec le méthanol. L'extrait méthanolique est obtenu en
évaporant le méthanol a l'aide d'un rotavapor. Enfin, ces extraits sont soumis aux
protocoles classiques d’analyse et de séparation.

Extraction des résines de la culture solide avec résine (SSF)

La couche biomasse/résine est récupérée par grattage a I'aide d’'une spatule et
puis extraite par I'acétate d’éthyle puis par le méthanol. Les étapes d’extraction,
d’analyse et de séparation sont identiques a celles de la culture AgSF.

Extraction des résines de la culture liquide avec les résines (LSF)

Les résines sont filtrées, relavées abondamment a l'eau et séchées sous vide
a I'aide un entonnoir Buchner. Les résines séches sont ensuite extraites par I'acétate
d’éthyle, puis le méthanol. Les étapes d’extraction, d’analyse et de séparation sont
identiques a celles décrites précédemment.

Extraction des résines de la culture liquide « résine post-culture »

Aprés 13 jours de culture, la biomasse de la souche est séparée du filtrat par
une filtration sous vide. Le filtrat est récupéré et transféré a nouveau dans son
Erlenmeyer ou nous avons ajouté 40 g de résine. Le mélange a ensuite été laissé en
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agitation a 150 rpm pendant 24 h. Le lendemain, les résines XAD sont placées dans
un entonnoir Blchner, relavées abondamment a I'eau et séchées sous vide pour
enlever I'eau résiduelle. Enfin, ces résines ont été extraites avec de I'acétate d’éthyle
puis du méthanol.

e Méthodes d’analyse et de séparation

Analyses CLHP-SM/SM

Les échantillons ont été analysés avec un systéme comprenant une CLUP
couplée a un Q-TOF Agilent 6546, équipé d'une source ESI opérant en mode positif
et négatif; et une colonne ZORBAX® Eclipse Plus C18 UPLC (2,1 x 50 mm ; i.d. 1,8
um, Agilent), avec un débit de 0,5 mL.min~" et un gradient linéaire de 5 % de B (A :
eau + 0,1 % acide formique, B : acétonitrile + 0,1 % d'acide formique) a 100 % de B
en 15 min. Les conditions de la source ESI ont été définies ainsi : température du
capillaire a 320 °C, voltage de la source a 3,5 kV and un débit de gaza 11 L-min~". La
fenétre d’acquisition des « scans » en SM a été réglée entre les m/z 100 et 1200, puis
les cing ions monochargés les plus intenses de chaque « scan » ont été fragmentés,
sans exclusion. Une énergie de collision unique, a 35 eV, a été appliquée. L'intensité
minimum a été réglée a 3000 coups, et la largeur d’isolement a 1,3 amu. En mode
positif, I'ion purine CsHsN4 [M+H]* (m/z 121,050873) et l'ion hexakis (1H, 1H, 3H-
tétrafluoropropoxy) phosphazine CisH1sF24N306P3 [M+H]" (m/z 922,009798) ont éte
utilisés comme références. En mode ions négatif, I'acide trifluoroacétique (CF3COOH,
m/z 112,98559) et I'adduit de trifluoroacétate avec m/z 1033,988109 ont été utilisés.
Une liste d'exclusion SM/SM des masses de références a été définie pour éviter les
analyses de ces calibrants. L'acquisition et le traitement des données LC-UV et MS
ont été effectués a l'aide du logiciel MassHunter® Workstation (Agilent Technologies,
Massy, France).

Traitement des données SM/SM et les paramétres du réseau moléculaire

Les données SM/SM sont converties du format .d (format standard d'Agilent)
en .mzML avec le logiciel MSConvert'®?. Toutes les données .mzML sont ensuite
traitées par MZmine 2.53"%.

Les parameétres de MZmine pour nos réseaux moléculaires sont décrits dans le
Tableau 12 suivant :

Tableau 12 : Les paramétres de traitement MZmine des donnés LC-SM/SM :

92 Chambers, et al., Nature Biotechnology, 2012, 30, 918-20.
93 Pluskal, et al., BMC Bioinformatics, 2010, 11, 395.
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Réseau molécu- |Streptomyces| Réseau molécu-
laire global de albidoflavus laire global de
I’échantillon 19 19-S21 I’échantillon 20
mass cetection 1.0E4 1.0E4 1.0E4
Détection des pics mass detection
MS2* 1.0E2 1.0E3 1.0E3
minimum group 2 2 2
size of scans
Création de la liste de | 970UP Intensity 3.0E3 3.0E3 1.0E3
. threshold
pics (ADAP chromato- minimum hiah-
gram builder) um g 3.0E3 3.0E3 1.0E3
est intensity
m/z tolerance 0.01 ou 50 ppm 0'0;;; 50 0.0 m/z ou 10 ppm
m/z range for
MS2 scan pair- 0.06 0.06 0.01
ing
RT range for
MS2 scan pair- 1 1 0.2
ing
Déconvolution (chro- | S/N threshold 5 5 5
matogram deconvolu- min feature
tion Wavelets (ADAP)) height 2,000 3,000 1,000
coefficient/area ” > >
threshold
Peak duration 0.00-0.9 0.00-0.9 0.00-0.9
range
RT wavelet 0.01-1 0.00-0.09 0.00-0.09
range
Regroup_ement_ des iso- m/z tolerance 0.004 m/zou 15 |0.005 m/zou 5 0.0 m/z ou 10 ppm
topes (isotopic peaks ppm ppm
grouper) RT tolerance 0.2 0.2 0.1
0.004 or 5
m/z tolerance 0.001 ou 5 ppm opm 0.0 m/z ou 10 ppm
Alignement (peak weight for m/z 1 1 1
alignment) retention time
tolerance 0.2 0.1 0.2
weight for RT 1 1 1
Filtering Seuls les pics avec MS2 scans seront conservés

* 1 seuil adapté en fonction du profil chromatographique des extraits

Nos réseaux moléculaires ont été construits en utilisant le workflow de
« Feature-based molecular networking » sur le site GNPS (http://gnps.ucsd.edu).

Les parametres pour la construction du réseau moléculaire sur la plateforme
GNPS sont détaillés dans le Tableau 13 ci-dessous :

Tableau 13 : Les paramétres pour la construction du réseau moléculaire sur GNPS

Réseau moléculaire

global de I’échantillon

19

Streptomyces albi-
doflavus 19-S21

Réseau moléculaire
global de I’échantillon
20

Precursor lon mass toler-
ance

0.02 Da

0.02 Da

0.02 Da
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Fragment lon Mass Tole- 0.02 Da 0.02 Da 0.02 Da
rance
Min Pairs Cos 0.6 0.6 0.5
Network TopK 10 10 10
Minimum Matched Frag-
4 3 4
ment lons
Maximum shift between pre- 500 500 500
cursors
Maximum Connepted Com- 100 100 100
ponent Size
Library Search Min Matched
4 5 4
Peaks
Score Threshold 0.7 0.7 0.7
Search Analogs Do Search Do Search Do Search
Top results to report per 1 1 1
query
Maximum Analog Search
Mass Difference 100 100 100

* . les micro-organismes de I'échantillon 19 ont été répartis en 3 réseaux moléculaires en

fonction de leur taxinomie.

Le réseau moléculaire obtenu a été visualisé grace au logiciel Cytoscape® (ver.
3.7.2)194,

Les parametres des outils d’annotation in silico
NAP (Network Annotation Propagation)

L’annotation des réseaux moléculaires par NAP a été réalisée en utilisant le
workflow NAP_CCMS, disponible sur le site https://proteomics2.ucsd.edu/. Les
paramétres d’annotation sont les suivantes :

Number of a cluster index : 0

Cosine value to subselect inside a cluster : 0,5

N first candidates for consensus score : 10 (Use fusion result for consensus)
Accuracy for exact mass candidate search (ppm) : 10

Acquisition mode : Positive

Structure databases : DNP, GNPS

Adduct ion type : [M+H]*

Maximum number of candidate structures in the graph : 10

Workflow type : MZmine

ISDB (/n Silico spectral Database)

L’annotation des réseaux moléculaires par ISDB a été réalisée par comparaison

194 Shannon, et al., Genome Research, 2003, 13, 2498-504.
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des spectres SM/SM expérimentaux a ceux in silico dans ISDB.

Le workflow de cet outil est disponible sur ISDB by oolonek

Les parametres pour la recherche spectrale sont les suivantes :
Tolerance : 0,002
Score threshold in Da : 0,2
Top Kresults : 5

Analyses par CLHP analytique

Le systéme CLHP analytique compose d'une chaine CLHP Alliance® Waters
W2695 couplé a un détecteur PhotoDiode Array Waters 2996 (UV), un détecteur
évaporatif a diffusion de lumiére (DEDL) Waters 2424 et un détecteur de masse
Waters QDa (SM) (Waters SAS, Saint-Quentin-en-Yvelines, France). Une colonne en
phase inverse de type Sunfire Il C18 (4,6 x 150 mm) 3,5 ym (Waters) est utilisée.

Le gradient d'élution consiste en un gradient linéaire de 100 % de solvant A a
100 % de solvant B en 40 min, puis 10 min a 100 % B (Solvant A : H.O + 0,1 %
HCOOH, Solvant B : ACN + 0,1 % HCOOH) avec un débit de 0,7 mL/min.

Pour les composés apolaires, deux gradients d’élution ont été utilisés :

30 % de solvant A a 100 % de solvant B en 40 min, puis 10 min a 100 % B (Solvant
A :H2O + 0,1 % HCOOH, Solvant B : ACN + 0,1 % HCOOH).

50 % de solvant A a 100 % de solvant B en 40 min, puis 10 min a 100 % B (Solvant
A :H2O + 0,1 % HCOOH, Solvant B : ACN + 0,1 % HCOOH).

Séparation par chromatographie sur colonnes de silice

La séparation par chromatographie sur colonnes de silice des extraits obtenus
est réalisée a l'aide d'un appareil Combiflash-Companion® (Serlabo) équipé d’un
détecteur UV, en utilisant des colonnes prétes a 'emploi. Les solvants utilisés pour les
séparations sont des systémes binaires de type Heptane/Acétate d’éthyle ou
Dichlorométhane/Méthanol. Les échantillons ont été préparés en dépét solide sur une
silice SDS 60 ACC 35-70 um (Chromagel). Analyses spectrales des composés

Purification par CLHP semi-préparative

La purification a été réalisée sur une chaine CLHP équipée d’'une colonne en
phase inverse de type Sunfire C18 (10 x 250 mm, 5 ym). Cette chaine CLHP est munie
d’un injecteur automatique Waters 717 Autosampler, d'une pompe Waters 600, d’'un
détecteur PDA Waters 2996 et d’'un DEDL Waters 2420 (Waters SAS, Saint-Quentin-
en-Yvelines, France). Le gradient délution est adapté selon le profil
chromatographique des fractions.
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Elucidation structurale (Service de Résonance Magnétique Nucléaire de 'lCSN)

Les expériences de résonance magnétique nucléaire ont été réalisées sur des
spectromeétres Bruker Avance 500 MHz équipé d’une sonde BBO, 600 MHz équipé
d’'une microsonde TXI 1,7 mm, 700 MHz équipé d’une cryosonde TXO 5 mm et 800
MHz équipé d’une cryosonde TCI en utilisant des solvants deutérés comme le
chloroforme CDClI3, le diméthylsulfoxyde O=S(CD3). et le méthanol CH3OH-d4. Les
déplacements chimiques sont exprimés en ppm (partie par million) et calibrés par
rapport au solvant de référence. Les constantes de couplage sont exprimées en Hertz
(Hz). La multiplicité des signaux est exprimée par les abréviations suivantes : s
(singulet), bs (singulet large), d (doublet), dd (doublet de doublet), t (triplet), m
(multiplet), q (quadruplet), dq (doublet de quadruplet), qu (quintuplet), sx (sextuplet),
ddt (doublet de doublet de triplet), dtd (doublet de triplet de doublet). L’'attribution des
signaux des protons et des carbones a été effectuée a partir des expériences
monodimensionnelles 1D 'H et 3C, et bidimensionnelles 2D 'H-'H COSY, 'H-3C
HSQC, 'H-3C HMBC, "H-'H NOESY ou ROESY. Les spectres RMN sont traités grace
aux logiciels dédiés TopSpin (Bruker).

Données expérimentales des composeés isolés

Tétrodécamycine : 83,2 mg, Streptomyces albidoflavus 19-S21, Mextrait= 577 mg

Aspect : solide amorphe transparent
Formule brute : C1gH220s
MS-ESIHR (ESI+) : 335,1496 ([M+H]*, valeur calculée: 335,1489

RMN "H (500 MHz, CDCls) &1 5,40 (d, 1H, J = 2.5 Hz, H-5) ; 5,26 (d, 1H, J = 2.5 Hz,
H-5) ; 4,85 (1H, br d, J = 2,1 Hz, H-15) ; 3,63 (brs, 1H, H-14) ; 2,71 (qd, 1H, J= 7,1 ;
2,5 Hz, H-16) ; 2,08 (br d, 1H, J = 13,3 Hz, H-12) : 1,75 (br d, 1H, J = 13,3 Hz, H-10) ;
1,62 (qd, 1H, J= 13,0 ; 3,3 Hz, H-9) ; 1,52 (m, 1H, H-11) ; 1,48 (m, 1H, H-9) ; 1,43 (t,
1H, J= 12,5, H-11) ; 1,31 (1H, dd, J = 12,5 ;3,8 Hz, H-8) ; 1,23 (s, 3H, H-17) ; 1,18 (dt,
1H, J= 13,0 ; 4,1 Hz, H-12) ; 1,09 (q, J = 12,8 Hz, H-10) ; 0,97 (d, 3H, J = 7,8 Hz, H-
18).

RMN 13C (125 MHz, CDCls) 8¢ : 195,6 (C-6) ; 165,3 (C-1) ; 165,2 (C-3) ; 148,4 (C-4) ;
100,7 (C-2) ; 97,0 (C-5) ; 92,5 (C-15) ; 78,5 (C-14) ; 68,8 (C-13) ; 53,4 (C-7) ; 43,1 (C-
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8) ;39,8 (C-12) ; 32,7 (C-16) ; 26,0 (C-10) ; 23,6 (C-9) ; 20,1 (C-11) ; 17,5 (C-17) ; 13,7
(C-18).

Composé 1 : 1,3 mg, Streptomyces albidoflavus 19-S21, Mexirait = 577 mg

Aspect : solide transparent

Formule brute : C1sH2407
MS-ESIHR (ESI+) : 353,1603 ([M+H]*, valeur calculée : 353,1595

RMN "H (500 MHz, CH3sOH-da) &+ : 4,84 (1H, H-15)'% ; 3,50 (brs, 1H, H-14) ; 2,81 (qd,
1H, J=7,4; 3,2 Hz, H-16) ; 2,09 (br d, 1H, J = 14,2 Hz, H-12) ; 1,75 (br d, 1H, J = 12,4
Hz, H-10) ; 1,66 (m, 1H, H-9) ; 1,63 (s, 2H, H-5) ; 1,56 (m, 1H, H-11) ; 1,49 (m, 1H, H-
11); 1,41 (dd, 1H, J= 12,4 ; 3,8 Hz) ; 1,35 (m, 1H, H-9) ; 1,20 (s, 3H, H-17) ; 1,16 (m,
1H, H-12) ; 1,15 (m, 1H, H-10) ; 0,96 (d, 3H, J = 7,4 Hz).

RMN *3C (125 MHz, CH3sOH-ds) 8¢ : (C-1) ; (C-2)'% ; 198,1 (C-6) ; 179,7 (C-3) ; 101,5
(C-4) ; 95,0 (C-15) ; 80,1 (C-14) ; 69,8 (C-13) ; 54,6 (C-7) ; 44,3 (C-8) ; 40,3 (C-12) ;
34,0 (C-16) ; 27,4 (C-10) ; 24,9 (C-9) ; 23,4 (C-5) ; 22,1 (C-11) ; 18,1 (C-17) ; 13,6 (C-
18).

Composé 2 : Spirobistétrodécamyine A : 0,7 mg, Streptomyces albidoflavus 19-S21,
Mextrait = 977 Mg

o) Q OH
1 OH
H\, 2% O
9 = ¥ 18 \ 4 o"

0 8] 18] /3 “ >
18l 0 5w\ 2
15 o)

12 OH )

OH 0

Aspect : solide transparent

195 Signal masqué par I'eau résiduelle
96 Non déterminé
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[a]o?0: +4 (¢ 0,2, CH30H)
Formule brute : C3sH44012
MS-ESIHR (ESI+) : 669,2906 ([M+H]*, valeur calculée : 669,2906

RMN 'H (500 MHz, CH3OH-d4) 6+ : 4.96 (br d, 1H, J = 2.8 Hz, H-15/15) ; 3,58 (br s,
1H, H-14/14’) ; 2,85 (qd, 1H, J=7,5; 2,9 Hz, H-16/16) ; 2,64 (s, 2H, H-5/5) ; 2,11 (d,
1H, J = 14 Hz, H-12/12") ; 1,74 (br d, 1H, J = 12,4 Hz, H-10/10’) ; 1,66 (dd, 1H, J =
12,4 ; 3,1 Hz, H-9/9’) ; 1,67 (m, 1H, H-11/11") ; 1,48 (m, 1H, H-11/11") ; 1,38 (dd, 1H, J
=12,2 ;4,2 Hz, H-8/8’) ; 1,33 (m, 1H, H-9/9°) ; 1,23 (1H, m, H-12/12’) ; 1,21 (s, 3H, H-
17/17°) ;1,01 (d, 3H, J=7,4 Hz, H-18/18’).

RMN 3C (125 MHz, CHsOH-ds) &c: 196,9 (C-6/6') ; 178,8 (C-3/3’) ; 168,6 (C-1/1") ;
101,6 (C-2/2') ; 95,4 (C-15/15") ; 86,9 (C-4/4’) ; 80,1 (C-14/14’) ;: 69,6 (C-13/13') ; 54,5
(C-7/7’) ; 44,1 (C-8/8) ; 40,3 (C-12/12) ; 33,8 (C-16/16") ; 27,1 (C-10/10’) ; 24,7 (C-
9/9') ; 21,9 (C-11/11°) ; 17,9 (C-17/17’) ; 13,7 (C-18/18)).

Composé 3 : Spirobistétrodécamyine B : 13,6 mg, Streptomyces albidoflavus 19-
821, Mextrait = 577 mg

Aspect : cristallin.

[a]o?50: + 82,7 (c 0,2, CH30OH)

Formule brute : C3sH44012

MS-ESIHR (ESI+) : 669,2910 ([M+H]*, valeur calculée : 669,2906

RMN 'H (600 MHz, CHsOH-ds) &+ : 5,01 (d, 1H, J = 2.7 Hz, H-15/15’) ; 3,93 (s, 1H, H-
14/14) ; 2,78 (qd, 1H, J = 7,4 ; 2,7 Hz, H-16/16’) ; 2,67 (m, 1H, H-5/5') ; 2,62 (m, 1H,
H-5/5) ; 2,06 (d, 1H, J = 10,5 Hz, H-12/12’) ; 1,68 (m, 1H, H-11/11°) ; 1,65 (m, 1H, H-
9/9') ; 1,55 (m, 1H, H-12/12") ; 1,47 (m, 1H, H-10/10’) ; 1,39 (m, 1H, H-8/8") ; 1,37 (m,
1H, H-10/10°) ; 1,27 (m, 1H, H-9/9") ; 1,22 (m, 1H, H-11/11°) ; 1,21 (s, 3H, H-17/17") ;
0.98 (d, 3H, J = 7,4 Hz, H-18/18").
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RMN "3C (150 MHz, CHsOH-ds) &c: 197,4 (C-6/6) ; 179.1 (C-3/3’) ; 168,4 (C-1/1’) ;
101,1 (C-2/2’) ; 96,1 (C-15/15") ; 87,4 (C-4/4’) ; 78,9 (C-14/14’) : 69,4 (C-13/13') ; 54,8
(C-7/7’) ; 44,7 (C-8/8) ; 40,1 (C-12/12) ; 33,8 (C-16/16") ; 26,0 (C-10/10’) ; 24,9 (C-
9/9') ; 26,9 (C-11/11°) ; 17,8 (C-17/17") ; 13,6 (C-18/18)).

Antimycine A7a : 0,2 mg, Streptomyces albidoflavus 19-S21, Mextrait= 577 mg

Aspect : solide amorphe blanchatre.
Formule brute : C2sH3sN209
MS-ESIHR (ESI+) : 521,2502 ([M+H]*, valeur calculée: 521,2494

RMN "H (500 MHz, CDCls) 81 : 12,61 (s, 1H, OH-2') ; 8,55 (d, 1H, J = 8,2 Hz, H-4") ;
8,50 (d, 1H, J = 1,1 Hz, H-8') ; 7,89 (bs, 1H, NH-8') ; 7,23 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-6') ;
7,04 (d, 1H, J = 7,9 Hz, NH-7) ; 6,92 (t, 1H, J = 7,9 Hz, H-5") ; 5,73 (qu, 1H, J = 6,9
Hz, H-4): 5,28 (t, 1H, J = 7,6 Hz, H-3) ; 5,08 (t, 1H, J = 9,8 Hz, H-8) ; 5,00 (m, 1H, H-
9); 2,61 (m, 1H, H-2") ; 2,50 (dt, 1H, J = 10,0 ; 3,3 Hz, H-7) ; 1,68 (m, 1H, H-a) ; 1,50
(m, 1H, H-y) ; 1,36 (m, 1H, H-a) ; 1,31 (d, 3H, J = 6,6 Hz, 4-Me) ; 1,29 (d, 3H, J = 6,2
Hz, 9-Me) ; 1,21 (d, 2H, J = 7,0 Hz, H-3") ; 1,22 (d, 3H, J = 7,0 Hz, H-4”) ; 1,17 (m, 2H,
H-B) ; 0,84 (d, 3H, J = 6,9 Hz, H-8) ; 0,84 (d, 3H, J = 6,9 Hz, H-¢).

RMN ®C (125 MHz, CDCI3) &c: non determinée a cause d’une faible quantité du
produit.
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Antimycine A8a : 0,5 mg, Streptomyces albidoflavus 19-S21, Mextrait= 577 mg
5"

Aspect : solide amorphe blanchatre.
Formule brute : C27H3sN20g
MS-ESIHR (ESI+) : 535,2659 ([M+H]*, valeur calculée: 535,2650a

RMN "H (500 MHz, CDCls) 81 12,61 (s, 1H, OH-2") ; 8,55 (d, 1H, J = 8,1 Hz, H-4") ;
8,50 (s, 1H, H-8') ; 7,89 (bs, 1H, NH-8"); 7,23 (d, 1H, J = 8,3 Hz, H-6") ; 7,05 (d, J =
7,2 Hz, 1H, NH-7") ; 6,92 (t, 1H, J = 8,1 Hz, H-5") ; 5,73 (qu, 1H, J = 7,1 Hz, H-4) ; 5,28
(t, 1H, J = 7,6 Hz, H-3) ; 5,09 (t, 1H, J = 9,9 Hz, H-8) ; 5,00 (m, 1H, H-9) ; 2,50 (m, 1H,
H-7); 2,42 (m, 1H, H-2") ; 1,74 (m, 1H, H-3) ; 1,68 (m, 1H, H-a) ; 1,50 (m, 1H, H-3") ;
1,48 (m, 1H, H-y) ; 1,36 (m, 1H, H-a) ; 1,31 (d, 3H, J = 6,4 Hz, 4-Me) ; 1,29 (d, 3H, J =
6,4 Hz, 9-Me) ; 1,22 (m, 2H, H-B) ; 1,19 (d, 3H, J = 7,1, H-57) ; 0,94 (t, 3H, J = 7,4 Hz,
H-47); 0,84 (d, 3H, J = 6,0 Hz, H-3) ; 0,84 (d, 3H, J = 6,0 Hz, H-¢).

RMN 3C (125 MHz, CDCI3) &c : non determinée a cause d’une faible quantité du
produit.

Antimycine Ada : 0,6 mg, Streptomyces albidoflavus 19-S21, Mextrait= 577 mg

H '
}/-S—NH OH

Aspect : solide amorphe blanchatre.
Formule brute : C25H34N20g
MS-ESIHR (ESI+) : 507,2349 ([M+H]*, valeur calculée : 507,2337

RMN 'H (500 MHz, CDCls) 61 : 12,61 (s, 1H, OH-2) ; 8,55 (d, 1H, J = 8,1 Hz, H-4") ;
8,50 (d, 1H, J = 1.5 Hz, H-8") ; 7,89 (bs, 1H, NH-8) ; 7,23 (d, 1H, J = 8,2 Hz, H-6') ;
7,05 (d, 1H, J = 7,1 Hz, NH-7") ; 6,92 (t, 1H, J = 8,2 Hz, H-5") ; 5,73 (qu, 1H, J = 7,0
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08(t 1H, J = 9,9 Hz, H-8) ; 5,00 (m, 1H, H-

71 (m, 1H, H-0) ; 1,31 (d, J = 3H, 6,7 Hz,
1,34 (m, 5H, H-a) ; 1,25-1,34 (m, 5H, H-
6,9 Hz, H-3”) ; 1,20 (d, 3H, J = 7,0 Hz, H-

Hz, H-4); 5,28 (t, 1H, J = 7,7 Hz, H-3) ;
9);2,61 (m, 1H, H-2") ; 2,53 (m, 1H, H-7
4-Me) ; 1,29 (d, 3H, J = 6,2 Hz, 9-Me) ;
B); 1,25-1,34 (m, 5H, H-y) ; 1,21 (d, 3H, J
47);0,86 (t, 3H, J = 6,9 Hz, H-3).

)
7);1,7
1,25-

RMN 3C (125 MHz, CDCI3) &c : non determinée a cause d’une faible quantité du
produit.

Antimycine A6a : 0,4 mg, Streptomyces albidoflavus 19-S21, Mexrait= 577 Mg

Aspect : solide amorphe jaunéatre

Formule brute : C23H30N20g
MS-ESIHR (ESI+) : 479,2029 ([M+H]*, valeur calculée : 479,2024

RMN "H (500 MHz, CDCls) 81 12,61 (s, 1H, OH-2") ; 8,55 (d, 1H, J = 8,3 Hz, H-4") ;
8,50 (s, 1H, H-8') ; 7,89 (bs, 1H, NH-8"); 7,22 (d, 1H, J = 8,7 Hz, H-6") ; 7,05 (d, J =
7,8 Hz, 1H, NH-7") ; 6,92 (t, 1H, J = 8,0 Hz, H-5") ; 5,74 (qu, 1H, J = 6,8 Hz, H-4) ; 5,28
(t, 1H, J= 7,7 Hz, H-3) ; 5,08 (t, 1H, J = 9,9 Hz, H-8) ; 5,00 (m, 1H, H-9) ; 2,61 (m, 1H,
H-27); 2,48 (m, 1H, H-7) ; 1,69 (m, 1H, H-a) ; 1,41 (m, 1H, H-a) ; 1,31 (d, 3H, J = 6,7
Hz, 4-Me); 1,29 (d, 3H, J = 6,4 Hz, 10-Me) ; 1,21 (d, 3H, J = 7,0 Hz, H-3") ; 1,21 (d,
3H, J = 7,0 Hz, H-4") ; 0,88 (t, 3H, J = 7,3 Hz, H-B)

RMN 3C (125 MHz, CDCI3) &c : non determinée a cause d’une faible quantité du
produit.
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Antimycine A18 : 0,2 mg, Streptomyces albidoflavus 19-S21, Mexrait= 577 mg

H

8|
}—NH OH

2
o 1 O O
7 &1 8 .00
O .
HNo e \f
3\_-0 ;

Aspect : solide amorphe blanchatre.
Formule brute : C23H30N209
MS-ESIHR (ESI+) : 479,2026 ([M+H]*, valeur calculée : 479,2024

RMN "H (500 MHz, CDCls) &1 12,61 (s, 1H, OH-2") ; 8,55 (d, 1H, J = 7,5 Hz, H-4") ;
8,50 (s, 1H, H-8') ; 7,92 (bs, 1H, NH-8') ; 7,24 (d, 1H, J = 8,2 Hz, H-6') ; 7,08 (d, 1H, J
= 7,1 Hz, NH-7") : 6,92 (t, 1H, J = 8,2 Hz, H-5') ; 5,72 (qu, 1H, J = 6,8 Hz, H-4) ; 5,28
(dd, 1H, J=7,8; 7,5 Hz, H-3) ; 5,07 (dd 1H, J = 10,0 ; 9,3 Hz, H-8) ; 4,98 (m, 1H, H-
9 ;2,53 (m, 1H, H-7) ; 2,13 (s, 3H, H-2") ; 1,36 (m, 1H, H-a) ; 1,33 (d, J = 6,7 Hz, 3H,
4-Me) ; 1,31 (d, 3H, J = 6,7 Hz, 9-Me) ; 0,87 (t, 3H, J = 6,6 Hz, H-5)

RMN 3C (125 MHz, CDCI3) &c : non déterminée a cause d’une faible quantité du
produit.

Composé 4 : 0,7 mg, Streptomyces albidoflavus 19-S21, Mexirait = 577 mg

Aspect : solide amorphe blanchatre.

[a]p?®0: + 5 (c 0.1, CH30H)

Formule brute : C23H32N209

MS-ESIHR (ESI+) : 481,2192 ([M+H]", valeur calculée : 481,2181

RMN "H (600 MHz, CH3sOH-ds) 8+ : 8,35 (s, 1H, H-8') ; 8,25 (d, J = 8,3 Hz, 1H, H-4") ;
7,68 (d, J = 7,4 Hz, 1H, H-6") ; 6,86 (t, J = 7,9 Hz, 1H, H-5) ; 5,62 (pent, J = 6,9 Hz,
1H, H-4) ; 5,31 (t, J = 7,5 Hz, 1H, H-3) ; 4,75 (m, 1H, H-9) ; 3,70 (m, 1H, H-5") ; 3,40
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(g, J = 8,9 Hz, 1H, H-8) ; 2,30 (t, 1H, J = 9,9 Hz, H-7) ; 1,88 (m, 1H, H-2") ; 1,83 (m,
1H, H-1) ; 1,73 (m, 1H, H-1") ; 1,65 (m, 1H, H-2") ; 1,45 (m, 2H, H-4") ; 1,41 (d, 3H, J
= 6,3 Hz, H-10) ; 1,33 (d, 3H, J = 6,6 Hz, H-11) ; 1,31 (m, 2H, H-3"); 1,21 (d, J = 6,2
Hz, 3H, H-6”).

RMN 13C (150 MHz, CH3OH-da) 8¢ : 177,3 (C-6) ; 172,1 (C-2) ; 172,0 (C-7") ; 162,9 (C-
8'): 154,5 (C-2) ; 129,5 (C-3") ; 127,1 (C-4’) ; 125,3 (C-5') ; 119,7 (C-6') ; 117,2 (C-1') ;
78,8 (C-8); 78,6 (C-9) ; 73,2 (C-4) ; 69,3 (C-5”) ; 55,9 (C-3) ; 54,6 (C-7) ; 40,7 (C-4") ;
30,9 (C-2”); 29,4 (C-3”) ; 28,9 (C-17) ; 24,4 (C-6") ; 19,6 (C-10) ; 16,3 (C-11).

Composé 5 : 1,9 mg, Hypocrea lixii 20-S1, Mextrait= 2,1862 g

O OH

Aspect : solide amorphe jaune

[a]p?®0: + 37 (¢ 0,1, CH30OH)

Formule brute : C12H1404

MS-ESIHR (ESI+) : 223,0968 ([M+H]*, valeur calculée : 223,0965

RMN "H (600 MHz, CHsOH-d4) 81 : 10,15 (s, 1H, H-1) ; 6,18 (s, 1H, H-6) ; 4,43 (g, 1H,
J=7,.2Hz, H-8); 2,07 (s, 3H, H-10) ; 2,01 (s, 3H, H-12) ; 1,37 (d, 3H, J = 6,9 Hz, H-
11).

RMN "3C (150 MHz, CHsOH-ds) 8¢ : 210,1 (C-9) ; 194,1 (C-1) ; 165,1 (C-3) ; 165,1 (C-
5):145,6 (C-7); 112,6 (C-2) ; 111,4 (C-4) ; 108,3 (C-6) ; 48,6 (C-8) ; 28,5 (C-10) ; 18,5
(C-11); 7,1 (C-12).

Composé 6 : 0,9 mg, Hypocrea lixii 20-S1, Mextrait= 2,1862 g

14 OH

Aspect : solide amorphe jaune
Formule brute : C1sH1604

MS-ESIHR (ESI+) : 261,1121 ([M+H]*, valeur calculée : 261,1121
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RMN "H (600 MHz, CH3OH-ds) 84 : 9,83 (s, 1H, H-1) ; 7,33 (dd, 1H, J =157 ; 9,6 Hz,
H-11) ; 6,30 (m, 1H, H-13) ; 6,29 (m, 1H, H-12) ; 6,21 (d, 1H, J =15,7 Hz, C-10) ; 6,25
(s, 1H, H-6) ; 4,14 (s, 2H, H-8) ; 2,01 (s, 3H, H-15) ; 1,88 (d, 3H, J = 5,7 Hz, H-14).

RMN *3C (150 MHz, CHsOH-da) 6 : 199,5 (C-9) ; 194,8 (C-1) ; 165,3 (C-3) ; 164,2 (C-
5): 1458 (C-11) ; 142,8 (C-13) ; 139,1 (C-7) ; 131,2 (C-12) ; 127,6 (C-10) ; 113,9 (C-
2);111,5 (C-4) ; 111,6 (C-6) ; 44,2 (C-8) ; 18,7 (C-14) ; 7,01 (C-15).

Composé 7 : 1,1 mg, Hypocrea lixii 20-S1, Mextrait= 2,1862 g

X
14

Aspect : solide amorphe jaune

Formule brute : C15H1g04
MS-ESIHR (ESI+) : 263,1278 ([M+H]*, valeur calculée : 263,1278

RMN 'H (600 MHz, CHsOH-da) &1: 9,76 (s, 1H, H-1) ; 6,23 (1H, s) ; 5,44 (dg, 1H, J =
15,5 ;6,1 Hz, H-13) ; 5.39 (dt, 1H, J = 15.4 ; 7,1 Hz, H-12) ; 3,99 (s, 2H, H-8) ; 2,62 (t,
2H, J=7,1 Hz, H-10) ; 2,22 (q, 2H, J = 7.0 Hz, H-11) ; 2,01 (s, 3H, H-15) ; 1,60 (d, 3H,
J = 6,1 Hz, H-14)

RMN 13C (150 MHz, CHsOH-ds) 8¢ : 209,2 (C-9) ; 194,9 (C-1) ; 164,9 (C-3) ; 165,0 (C-
5);139,1 (C-7) ; 130,8 (C-12) ; 127,2 (C-13) ; 113,5 (C-4) ; 111,8 (C-6) ; 111,6 (C-2) ;
46,7 (C-8) ; 43,0 (C-10) ; 27,9 (C-11) ; 18,1 (C-14) ; 7,05 (C-15).
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Composé 11 : 6,8 mg, Emericellopsis microspora 20-S19, Mextrait= 1,1235 g

Aspect : jaune huileux

[a]p?®0: + 20 (¢ 0,1, CH30OH)

Formule brute : C16H2503

MS-ESIHR (ESI+) : 269,2111 ([M+H]*, valeur calculée : 269,2111

RMN 'H (500 MHz, CDCls) &4 : 5,50 (dtd, 1H, J= 10,9 ; 7,5 ; 0,9 Hz, H-2’) ; 5,40 (ddt,
1H, J=11,4:56; 1,4 Hz, H-1"); 4,78 (q, 1H, J = 7.9 Hz, H-5) ; 4,41 (qu, 1H, J = 6.7
Hz, H-2); 2,64 (dd, 1H, J = 15,4 ; 6,8 Hz, H-1") : 2,55 (dd, 1H, J = 15,8 ; 7,4 Hz, H-
17) ;2,22 (m, 1H, H-3) : 2,11 (m, 1H, H-4) ; 2,06 (m, 2H, H-3"), 1,65 (m, 1H, H-3) : 1,65
(m, 1H, H-4) ; 1,23-1,39 (m, 12H, H-4-H-9) ; 0,87 (t, 3H, J = 6.6 Hz, H-10).

RMN *3C (125 MHz, CDCls) 8¢ : 175,5 (C-2”) ; 133,1 (C-2') ; 130,1 (C-1") ; 74,9 (C-5) ;
74,8 (C-2) ;40,5 (C-1") ; 33,1 (C-4) ; 32,2 (C-3) ; 31,9 (C-8') ; 29,3 (C-4’) ; 29,3 (C-5) ;
29,5 (C-6') ; 29,7 (C-7') ; 27,6 (C-3) ; 22,7 (C-9') ; 14,1 (C-10").

Composé 12 : 5,3 mg, Nocardia otitidiscaviarum 20-S13, Mexrait= 3,8 g

OH 5H
Aspect : solide amorphe blanc
[a]p?®0: + 95 (¢ 0,1, CH30OH)
Formule brute : C24H44010

MS-ESIHR (ESI+) : 515,2824 ([M+Na]*, valeur calculée : 515,2832
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RMN "H (500 MHz, CH3OH-ds) 8n: 5,12 (d, 1H, J = 3,6 Hz, H-1); 4,57 (dd, 1H, J =
10,1 ; 3,6 Hz, H-2) ; 4,31 (dd, 1H, J = 6,1 ; 3,3 Hz, H-2") ; 3,96 (dd, 1H, J=9,8; 9,2
Hz, H-3); 3,87 (m, 1H, H-3”) ; 3,82 (m, 1H, H-6) ; 3,81 (m, 1H, H-3") ; 3,77 (m, 1H, H-
5): 3,69 (dd, 1H, J = 11,8 ; 5,7 Hz, H-6) ; 3,39 (dd, 1H, J = 9,6 ; 9,4 Hz, H-4) ; 2,44
(ddd, 1H, J = 15,9 ; 8,1; 7,7 Hz, H-2’) ; 2,40 (ddd, 1H, J = 15,5 ; 8,0; 7,6 Hz, H-2') ;
1,64 (m, 2H, H-3") ; 1,34 (m, 2H, H-4") : 1,28-1,30 (m, 2H, H-5"-H-12’) ; 1,31 (m, 2H, H-
14); 1,28 (m, 2H, H-13’) ; 0,90 (t, 3H, J = 6,9 Hz, H-15").
RMN "3C (125 MHz, CH30H-ds) 8¢ : 175,5 (C-1') ; 173,5 (C-
2"); 74,6 (C-2) ; 74,0 (C-5) ; 71,9 (C-6) ; 71,8 (C-3) ; 64,0 (C-
2): 33,1 (C-13) ; 30,8 (C-9-C-12’) ; 30,6 (C-8) ; 30,5 (C-7’
4/5') ; 25,8 (C-3') ; 23,7 (C-14’) ; 14,4 (C-15)).

17); 96,2 (C-1) ; 77,5 (C-
3"): 62,5 (C-6) ; 35,1 (C-
); 30,4 (C-6') ; 30,3 (C-

Composé 13 : 7,2 mg, Nocardia otitidiscaviarum 20-S13, Mexrait= 3,8 g

Aspect : solide amorphe blanc

[a]p?®0: + 37 (¢ 0,1, CH30OH)

Formule brute : C31Hs6011,

MS-ESIHR (ESI+) : 627,3716 ([M+Na]*), valeur calculée : 627,3720

RMN "H (500 MHz, CDCls) 81 5,47 (dd, 1H, J = 9,6 ; 9,4 Hz, H-3) ; 5,18 (d, 1H, J =
3,8 Hz, H-1) ; 4,75 (dd, 1H, J = 10,3 ; 4,8 Hz, H-2) ; 4,35 (dd, 1H, J = 6,1 ; 3,3 Hz, H-
2”): 3,91 (m, 1H, H-3") : 3,86 (m, 1H, H-3") ; 3,85 (m, 1H, H-5) ; 3,82 (m, 1H, H-6) ;
3,72 (dd, 1H, J = 11,5 ; 3,3 Hz, H-6) ; 3,60 (dd, 1H, J = 9,6 ; 9,4 Hz, H-4) ; 2,59 (sx,
1H, J = 6,9 Hz, H-2"") ; 2,17 (d, 3H, J = 7,0 Hz, H-4"") ; 2,36 (ddd, 1H, J= 15,8 ; 8,0 ;
7.1 Hz, H-2’) ; 2,30 (ddd, 1H, J = 15,9 ; 8,0 ; 8,0 Hz, H-2’) ; 1,59 (m, 2H, H-3") ; 1,31
(m, 2H, H-17") ; 1,28-1,33 (m, 2H, H-4-H-16") ; 1,15 (3H, d, J = 7,1 Hz, H-3") ; 0,91
(3H, t, J = 6,7 Hz, H-18")

RMN 13C (125 MHz, CDCls) &c : 178,2 (C-1") ; 174,7 (C-1') ; 172,7 (C-1") ; 96,0 (C-
1) ;77,2 (C-2"); 74,0 (C-5) ; 73,3 (C-3) ; 72,4 (C-2) ; 69,6 (C-4) ; 63,9 (C-3") ; 62,0 (C-
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6); 35,3 (C-2”) ; 34,9 (C-2)) ; 33,1 (C-16") ; 30,7 (C-8'-C-15') ; 30,5 (C-7’) ; 30,4 (C-
5/6") ; 30,2 (C-4’) ; 25,6 (C-3') ; 23,7 (C-17’) ; 19,6 (C-4"") ; 19,2 (C-3") ; 14,5 (C-18).

e L’expérience de photocycloaddition

Toutes les expériences photochimiques ont été réalisées a l'aide de deux
lampes UV-B.

Pour I'expérience de photocycloaddition de la tétrodécamycine a I'état liquide,
deux solutions du monomeére tétrodécamycine ont été préparées: une premiére
solution contenant 0,5 équivalent du catalyseur Triflate de cuivre () et 1 équivalent de
tétrodécamycine et la seconde solution en absence du catalyseur. Pour ces solutions,
la tétrodécamycine (1,67 mg, 0,005 mmol) a été solubilisée dans 2 ml de DMF, placé
dans un cristallisoir de 8 cm de diamétre.

Pour I'expérience de photo-irradiation de la tétrodécamycine a I'état solide, cette
derniére (1,67 mg, 0,005 mmol) est solubilisée dans 2 mL de CH2Cl> dans un
cristallisoir (8 cm de diamétre). Cette solution est ensuite laissée évaporer a
température ambiante sous une atmospheére d'air normale. Une fine couche solide
blanche s'est formée apreés I'évaporation compléte du CH2Clo.

Les solutions et le résidu de tétrodécamycine sont ensuite exposés a la lumiére
UV et enfin analysés par CL-SM/SM aprés 15 heures d'éclairage.

e Pouvoir rotatoire

Les pouvoirs rotatoires des composés ont été mesurés a 'aide d’un polarimétre
JascoTM P1010, équipé du logiciel Spectro Manager. La source lumineuse
monochromatique est la raie D de sodium. Les expériences ont été menées avec une
cuve en quartz 100 mm de 350 pL.

e Dichroisme circulaire électronique

Des spectres de dichroisme circulaires électroniques ont été acquis a I'aide d’'un
dichrographe Jasco J-815. Les expériences ont été menées avec une cuve en quartz
100 mm de 1000 pL.

e Expériences de cristallographie

Les données des expériences de cristallographie ont été enregistrées par le
diffractométre Rigaku XtaLabPro équipé d’'une radiation Mo Ka et un détecteur HPAD
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PILATUS3 R 200K. CrysAlisPro 1.171.42.64a'" a été utilisé pour le traitement des
données.

197 Rigaku OD (2015). CrysAlis PRO. Rigaku Oxford Diffraction, Yarnton, Oxfordshire, England.
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ANNEXES

Spectre '"H RMN du composé 2 (500 MHz, CH3zOH-d4)
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Annexe S3 : Spectre COSY du composé 2 (500 MHz, CH3zOH-d4)
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Annexe S4 : Spectre HSQC du composé 2 (500 MHz, CH30H-d4)
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Annexe S5 : Spectre HMBC du composé 2 (500 MHz, CH30OH-da)
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Annexe S6 : Spectre ROESY du composé 2 (500 MHz, CH30OH-da)
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Annexe S9 : Spectre COSY du composé 3 (600 MHz, CHzOH-d4)
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Annexe S11 : Spectre HMBC du composé 3 (600 MHz, CH30OH-da4)
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Annexe S15 : Spectre COSY du composé 4 (600 MHz, CHzOH-d4)
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Annexe S17 : Spectre HMBC du composé 4 (600 MHz, CH30OH-da)

RS R BN

F1 [ppm]

19-S21-SPEED-AE-115-124-P9-MeOD B
0 .
ca v
o L]
& o
'E
a "‘ .. ]
°
4 ..' °
- L B
- [l [
© . »
°
a
T T T T T T T T T T T T T T T T T
8 6 4 2 F2 [ppm]

_—__L_LLLJU‘MLJM

19-S21-SPEED-AE-115-124-P9-MeOD

H
o
>—NH OH

[0)

. v T . v v 1
4 2 F2 [ppm]

50

100

150



222

Annexe S19 : Spectre '"H RMN du composé 5 (600 MHz, CH3OH-d4)
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Annexe S21 : Spectre COSY du composé 5 (600 MHz, CH30OH-da4)
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Annexe S22 : Spectre HSQC du composé 5 (600 MHz, CH3zOH-d4)
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Annexe S23 : Spectre HMBC du composé 5 (600 MHz, CH3OH-da4)
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Annexe S24 : Spectre NOESY du composé 5 (600 MHz, CHzOH-d4)
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Annexe S25 : Spectre '"H RMN du composé 6 (600 MHz, CH3OH-d4)
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Annexe S27 : Spectre COSY du composé 6 (600 MHz, CH30OH-d4)
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Annexe S28 : Spectre HSQC du composé 6 (600 MHz, CH3zOH-d4)
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Annexe S29 : Spectre HMBC du composé 6 (600 MHz, CH3OH-da4)
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Annexe S30 : Spectre NOESY du composé 6 (600 MHz, CHzOH-d4)
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Annexe S31 : Spectre '"H RMN du composé 7 (600 MHz, CH3OH-d4)
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Annexe S32 : Spectre '3C RMN du composé 7 (150 MHz, CH3OH-d4)
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Annexe S33 : Spectre COSY du composé 7 (600 MHz, CHzOH-d4)
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Annexe S34 : Spectre HSQC du composé 7 (600 MHz, CH3OH-d4)
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Annexe S35 : Spectre HMBC du composé 7 (600 MHz, CH30OH-da)
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Annexe S36 : Spectre NOESY du composé 7 (600 MHz, CH3OH-da4)
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Spectre 'H RMN du composé 11 (500 MHz, CDCls)
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Annexe S39 : Spectre COSY du composé 11 (500 MHz, CDCl»)
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Annexe S40 : Spectre HSQC du composé 11 (500 MHz, CDCl3)
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Annexe S41 : Spectre HMBC du composé 11 (500 MHz, CDCl»)
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Annexe S42 : Spectre NOESY du composé 11 (500 MHz, CDCls)
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Annexe S43 : Spectre '"H RMN du composé 12 (500 MHz, MeOH-d.)
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Annexe S44 : Spectre 3C RMN du composé 12 (125 MHz, MeOH-d4)
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Annexe S45 : Spectre COSY du composé 12 (500 MHz, MeOH-da4)
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Annexe S46 : Spectre HSQC du composé 12 (500 MHz, MeOH-d4)
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Annexe S47 : Spectre HMBC du composé 12 (500 MHz, MeOH-d4)
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Annexe S49 : Spectre '"H RMN du composé 13 (500 MHz, MeOH-d.)
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Annexe S50 : Spectre 3C RMN du composé 13 (500 MHz, MeOH-d4)
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Annexe S51 : Spectre COSY du composé 13 (500 MHz, MeOH-da4)
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Annexe S52 : Spectre HSQC du composé 13 (500 MHz, MeOH-d4)
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Annexe S53 : Spectre HMBC du composé 13 (500 MHz, MeOH-d4)
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Annexe S54 : Spectre ROESY du composé 13 (500 MHz, MeOH-d4)
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