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RESUME

RESUME

La souche d’actinomycete Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137 produit plusieurs
antibiotiques a activit¢ antifongique et antibactérienne et appartenant au groupe des
dithiolopyrrolones. Ce groupe d’antibiotiques est constitué par un bi-cycle (provenant de la
cyclisation de la cystine) contenant de 1’azote et du soufre, ainsi que d’une chaine latérale qui
résulte d’un accolement d’un acide organique au noyau cyclique par une liaison amide.

Sa. algeriensis produit sur milieu semi-synthétique (SS) plusieurs antibiotiques dont cing
ont été identifiés précédemment a la thiolutine, la tigloyl-pyrrothine, la sénécioyl-pyrrothine, la
butanoyl-pyrrothine et 1’isobutyryl-pyrrothine.

Notre travail a pour but d’obtenir de nouveaux dérivés de dithiolopyrrolones, apres addition
au milieu SS d’acides organiques (acide valérique, acide sorbique et acide cinnamique) et d’acides
aminés (cystine et arginine).

Une cinétique de croissance et de production des antibiotiques est réalisée en milieu SS témoin
(sans précurseurs) et en milieu SS additionné d’acides organiques et aminés cités précédemment.
L’évolution de la biomasse, du pH et de I’activité antimicrobienne, ainsi que le dosage par
HPLC analytique de tous les antibiotiques nouvellement apparus, ont été effectués. L’activité
antimicrobienne est plus intéressante apres addition des précurseurs par rapport au milieu témoin.

L’analyse des extraits des milieux de culture additionnés de ces précurseurs par HPLC
analytique sur colonne C18 a montré I’apparition de nouveaux pics différents de ceux produits dans
le milieu témoin. Ainsi, I’acide valérique a induit chez Sa. algeriensis 1’ apparition de trois nouvelles
molécules (PR3, PR4 et PR7), I’acide sorbique, de cing nouvelles molécules (PR2, PR8, PR9, PR10
et PR11), I’acide cinnamique, d’une nouvelle molécule (PRS5), la cystine, d’une nouvelle molécule
(Cystl) et I’arginine, de trois nouvelles molécules (Arg2, Arg3 et Arg4). La concentration de AJO
(présente en petite quantité dans le témoin) a été augmentée en présence de précurseurs.

Les nouvelles molécules apparues ont été purifiées par HPLC semi-préparative sur
colonne CI18. Les structures chimiques de 11 dithiolopyrrolones ont été déterminées par
analyses spectroscopiques. La pyrrothine AJO a été identifiée a la formyl-pyrrothine, la PR3 a
I’auréothricine, la PR4 a I’isovaléryl-pyrrothine, la PR7 a la valéryl-pyrrothine, la PRS a la benzoyl-
pyrrothine, la PR2 a la crotonyl-pyrothine, la PRS8 a la sorbyl-pyrrothine, la PR9 a la 2-hexonyl-
pyrrothine, la PR10 a la méthyl-3-pentényl-pyrrothine, la PR11 a I’isopentyl-formyl-pyrrothine et
enfin la Cystl a ’holomycine.

Toutes ces dithiolopyrrolones sont nouvelles pour Sa. algeriensis. Deux d’entre elles (PR3
et Cystl) sont connues pour étre sécrétées par quelques especes de Streptomyces, et huit autres
(AJO, PR2, PR4, PR7, PR8, PR9, PR10 et PR11) sont originales. Leurs voies de biosynthéses sont
discutées.

Les concentrations minimales inhibitrices des nouvelles molécules ont été déterminées contre
plusieurs germes phytopathogenes ou pathogeénes ou toxinogénes pour I’homme. Une activité forte
contre les bactéries a Gram positif et forte a moyenne contre les champignons a été observée. Cette
activité varie selon la structure des dithiolopyrrolones.

Mots clés: Saccharothrix algeriensis, dithiolopyrrolones, précurseurs, acides organiques,
acides aminés, cinétique de production, concentrations minimales inhibitrices.
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SUMMARY

The actinomycete strain Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137 produces several
dithiolopyrrolone antibiotics with antibacterial and antifungal activities. This group of antibiotics
contained two rings (synthetized from the cyclization of cystine) containing nitrogen and sulfur,
linked to a side chain resulted from adding organic acid to the nucleus pyrrothine by an amide bond.

Sa. algeriensis produces on semi-synthetic medium (SS) five antibiotics which were
characterized previously as thiolutin, tigloyl-pyrrothine, senecioyl-pyrrothine, butanoyl-pyrrothine
and isobutyryl-pyrrothine.

This work aimed to induce the biosynthesis of new dithiolopyrrolone derivatives, after addition
of organic acids (valeric acid, sorbic acid and cinnamic acid) and amino acids (cystine and arginine)
to SS medium.

Kinetics of growth and antibiotic production were carried out in SS medium (without adding
precursors) and in SS medium supplemented with organic and amino acids cited above. The
evolution of the biomass, the pH, the antimicrobial activity, and the analysis of all new obtained
antibiotics by analytical HPLC, were carried out in this study. The antimicrobial activity is more
interesting after addition of the organic or amino acids (as precursors) by comparison to the basic
SS medium.

The analysis of the extracts of the culture media supplemented with precursors, by analytical
HPLC on C18 column, showed the appearance of new peaks different from those produced in the
basic SS medium. Thus, the valeric acid added to Sa. algeriensis culture induced the appearance
of three new molecules (named PR3, PR4 and PR7), sorbic acid induced the production of five
new molecules (PR2, PR8, PR9, PR10 and PR11) and the cinnamic acid induced the new molecule
PRS5. Furthermore, cystine induced the new molecule Cystl and the arginine induced three new
molecules (Arg2, Arg3 and Arg4). The concentration of AJO (presents in small quantity in the
control) was increased in the presence of the precursors.

The new obtained molecules were purified by semi-preparative HPLC on C18 column. The
chemical structures of the 11 dithiolopyrrolones were determined by spectroscopic analyses. The
molecule AJO was characterized as formyl-pyrrothine, PR3 as aureothricin, PR4 as isovaleryl-
pyrrothine, PR7 as valeryl-pyrrothine, PR5 as benzoyl-pyrrothine, PR2 as crotonyl-pyrrothine,
PR8 as sorbyl-pyrrothine, PR9 as 2-hexonyl-pyrrothine, PR10 as methyl-3-pentenyl-pyrrothine,
PR11 as isopentyl-formyl-pyrrothine, and finally Cyst1 as holomycin.

All these dithiolopyrrolones are new compounds from the cultures of Sa. algeriensis. Two of
these compounds (PR3 and Cyst1) are known to be secreted also by some species of Streptomyces;
however, height other compounds (AJO, PR2, PR4, PR7, PR8, PR9, PR10 and PR11) are original,
and never reported before in nature or prepared synthetically. Moreover, the biosynthetic pathway
of these antibiotics has been discussed.

The minimum inhibitory concentrations of the new induced antibiotics were determined
against several microorganisms (phytopathogenic, or human pathogenic, or toxinogenic). A strong
activity against Gram positive bacteria and moderate to strong activity against filamentous fungi
was observed. This antimicrobial activity is related to the structures of different dithiolopyrrolone
derivatives.



SUMMARY

Key words: Saccharothrix algeriensis, dithiolopyrrolones, precursors, organic acids, amino
acids, kinetics of production, minimum inhibitory concentrations.
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Introduction générale

Introduction géneérale

Les microorganismes sont la source de nombreux médicaments, notamment, les
antibiotiques antibactériens et antifongiques, les antiviraux, les antitumoraux, les
antiparasitaires, les immunosuppresseurs, etc. De nombreux métabolites secondaires
bioactifs sont produits par des microorganismes, mais seulement 150 d'entre eux sont
utilisés dans la pharmacologie, I'agriculture ou d'autres domaines (Strohl et al., 2001; Berdy,
2005). Plus de 10 000 de ces composés sont produits par les actinomycétes, et 80% sont
utilisés dans la pratique (Sanglier, 1990; Berdy, 2005). Parmi les actinomycétes environ
7600 composés sont sécrétés par des espéces du genre Streptomyces (Berdy, 2005).

Les antibiotiques sont des substances d'origine naturelle ou synthétique capables
d'empécher la multiplication de certains microorganismes ou de les détruire. lls sont classés
en familles en fonction de leur structure chimique, leur origine, leur mécanisme d’action et
leur spectre d'action (Berdy et al., 1987; Bycroft, 1988; Yala et al., 2001). Les antibiotiques
d’origine naturelle sont produits par des microorganismes procaryotes, des champignons
inférieurs, des végétaux et des animaux.

Méme si la découverte des antibiotiques est loin de contréler toutes les maladies
infectieuses, elle a cependant constitué une véritable révolution thérapeutique et a permis
de sauver des millions de vie. Pour cela, la recherche de nouvelles molécules actives
reste 'une des priorités, surtout avec la prolifération des souches microbiennes pathogénes
résistantes aux antibiotiques disponibles sur le marché mondial. Les microorganismes et
les extraits végétaux ont été a cet effet tres exploités (Bryskier, 1999; Wang et al., 2007;
Zhang et al., 2008; Bill et al., 2009). Plusieurs stratégies de recherche ont été mises en
oeuvre afin de garantir dans le futur la disponibilité d’antibiotiques efficaces (Stead, 1997).
L'une d’elles vise la recherche de souches d’actinomycétes appartenant a des genres
rares ou peu fréquents (autres que le genre Streptomyces) et provenant d’écosystémes
extrémes ou particuliers (température, salinité, pH, etc.) (Donadio et al., 2002; Gupte
et al., 2002). Pour s’adapter a ces environnements extrémes, les actinomycétes rares
disposeraient d’'un systéme enzymatique et d’'un métabolisme particuliers leur permettant de
produire des métabolites secondaires originaux dont les antibiotiques. En effet, cette fraction
d’actinomycétes s’est révélée étre une source potentielle d’antibiotiques intéressants
(Lazzarini et al., 2000; Newman et al., 2003; Gathogo et al., 2004).

Les sols sahariens, particulierement ceux des palmeraies algériennes, se sont
révélés étre tres diversifiés en genres d’actinomycétes, y compris ceux connus pourtant
pour étre rares ou peu fréquents dans le monde. Plusieurs souches isolées different
morphologiquement et physiologiquement des espéces connues et beaucoup sécrétent des
substances a activités antifongiques et antibactériennes (Sabaou et al., 1998). Parmi ces
souches, Saccharothrix sp. SA233 a retenu I'attention par sa forte activité antibactérienne
et antifongique. Cette souche d’actinomyceéte isolée par Boudjella (1994), a été déterminée
par la suite comme étant une nouvelle espéce, nommée Saccharothrix algeriensis (Zitouni
et al., 2004c), laquelle a été déposée dans deux collections mondiales, NRRL et DSM, sous
les numéros d’accession NRRL B-24137 et DSM 44581.

Sa. algeriensis produit des antibiotiques a spectre d’action large, ayant une activité
antibactérienne et antifongique assez puissante in vitro, touchant plusieurs bactéries a Gram
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positif, des champignons filamenteux (phytopathogénes et toxinogénes) et des levures
(Lamari, 2006).

Cette souche produit sur milieu organique complexe (ISP2) sept antibiotiques
appartenant a la famille des dithiolopyrrolones (Lamari, 2006). Cette famille de composés
regroupe des dérivés possédant un bi-hétérocycle 1,2-dithiolo-[4,3-b]pyrrol-5(4H). Lamari
et al. (2002b) ont déterminé la structure chimique de sept molécules dithiolopyrrolones
chez Sa. algeriensis: la thiolutine, I'isobutyropyrrothine, la sénécioyl-pyrrothine, la butanoyl-
pyrrothine, la tigloyl-pyrrothine, la benzoyl-pyrrothine et la pentanoyl-pyrrothine (Lamari,
2006). La thiolutine est produite aussi par diverses espéces de Streptomyces (Celmer et
Solomons, 1955 et 1963; Yamagishi et al., 1971) et I'isobutyropyrrothine par Streptomyces
pimprina (Bhate et al., 1960). Les autres molécules sont propres a Sa. algeriensis. Ces
dithiolopyrrolones sont constituées d’'un noyau pyrrothine formé de deux cycles accolés et
different entre elles par la nature de 'acide organique relié au noyau cyclique par une liaison
amide (Lamari et al., 2002a,b).

Bouras (2005) et Bouras et al. (2006a,b et 2007) ont étudié l'effet de 83 acides
organiques et 20 acides aminés sur la production des dithiolopyrrolones sécrétées par
Sa. algeriensis dans un milieu semi-synthétique. Ces auteurs ont constaté qu’'a une
concentration optimale de 5 mM, certains de ces composés ont favorisé la production
de dithiolopyrrolones déja existantes et d’autres, la production d’autres dithiolopyrrolones
détectées par HPLC et différenciées de celles pré-existantes par leurs temps de rétention
et leur spectre UV-visible. La structure chimique de ces dithiolopyrrolones nouvellement
apparues n’a pas été déterminée.

Furumai et al., (1982) et De la Fuente et al., (2002) ont rapporté I'existence, chez
certains microorganismes, d’une réaction d’acylation d’un noyau pyrrothine ou holothine par
un acide organique activé sous forme d’acyl-CoA dans la formation des dithiolopyrrolones.

Certains auteurs ont commencé a étudier les voies de biosynthése des
dithiolopyrrolones et aussi la grande flexibilité de Sa. algeriensis dans [I'utilisation de
différents précurseurs pour la synthése des dithiolopyrrolones. Ainsi, Chorin et al. (2009)
ont mis en évidence l'existence d’'une activité enzymatique pyrrothine N-acyltransférase
chezSa. algeriensis envers deux substrats modéles: I'acétyl-CoA et le benzoyl-CoA. Cet
auteur a pu réaliser une synthése enzymatique de nouvelles dithiolopyrrolones chez cette
souche d’actinomyceéte.

L'objectif de ce travail est la production et la détermination des structures chimiques de
nouvelles dithiolopyrrolones produites par Sa. algeriensis aprés I'ajout de précurseurs au
milieu de culture, ainsi que leur activité antimicrobienne. Pour cela, nous avons considéré
les résultats de Bouras (2005) et Bouras et al. (2008) qui ont montré que les meilleurs
composés ayant induit la formation de nouvelles dithiolopyrrolones (constaté par HPLC, par
I'apparition de nouveaux pics) sont I'acide valérique, I'acide sorbique, I'acide cinnamique,
la cystine et I'arginine. Nous avons donc retenu ces composés comme précurseurs.

Le premier chapitre est consacré a une revue bibliographique sur les actinomyceétes
et le genre Saccharothrix, ainsi que sur les antibiotiques d’'une maniere générale et les
dithiolopyrrolones en particulier.

Le deuxiéme chapitre fait état de la description du matériel et des méthodes utilisés.

Le troisieme chapitre est relatif aux résultats obtenus et a leur discussion. Ces résultats
portent sur:

La mise en évidence de I'activité antibiotique de Sa. algeriensis sur milieu solide.



Introduction générale

Les cinétiques de croissance de Sa. algeriensis et de production des
dithiolopyrrolones sur milieu semi-synthétique en fonction des trois acides organiques
et deux acides aminés précédemment cités.

La production, I'extraction et la purification de nouvelles dithiolopyrrolones induites
par I'addition de ces précurseurs chez Sa. algeriensis.

La détermination des structures chimiques des dithiolopyrrolones aprés analyses
spectrométriques (spectrométrie de masse) et spectroscopiques (UV-visible et
résonance magnétique nucléaire du proton et du carbone 13).

La détermination des concentrations minimales inhibitrices des nouvelles
dithiolopyrrolones contre plusieurs microorganismes dont des agents pathogénes et/
ou toxinogénes pour ’lhomme et des agents phytopathogénes.

13
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|.- GENERALITES SUR LES ACTINOMYCETES

1.- Caractéristiques et position taxonomique des actinomycetes

Les actinomycétes sont des microorganismes procaryotes appartenant a I'Ordre des
Actinomycetales. Dans les éditions de 1989, 1994 et 2004 du Manuel de Bergey, cet Ordre
fut définit comme regroupant des bactéries a Gram positif, qui ont une tendance plus
au moins prononcée a former un mycélium, qui possédent un pourcentage en "guanine-
cytosine" relativement élevé dans leurs ADN (supérieur a 55 %), et qui forment un groupe
homogéne sur la base des données de la biologie moléculaire (séquencage de I'’ADN
ribosomique 16S, hybridation ADN-ADN). Ce sont des microorganismes généralement
aerobies, saprophytes et chimioorganotrophes. Leur cycle biologique est semblable a celui
de certains champignons, mais leur structure procaryotique, sans noyau distinct, les a
classés parmi les bactéries (Figure 1).

Figure 1. Cycle biologique des actinomyceétes.

Le cycle décrit les apparences microscopiques d’une colonie d’actinomycete et montre
les étapes de développement du mycélium et des spores. 1: germination de la spore; 2:
formation du mycélium du substrat; 3 et 4: développement du mycélium aérien; 5: formation
de chaines de spores unicellulaires; 6: maturation des spores; 7: libération des spores
(Kieser et al., 2000).

14
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L'Ordre des Actinomycetales regroupe des genres d'une grande variabilité
morphologique, allant du cocci (ex.: Microccoccus), a un cycle batonnet-cocci (ex.:
Arthrobacter), en passant par ceux qui produisent des hyphes qui se fragmentent soit
totalement (ex.: Rhodococcus), soit partiellement (ex.: Nocardia) ou encore des hyphes
persistantes formant un mycélium du substrat (ou végétatif) uniquement (Micromonospora,
Actinoplanes, etc.) ou un mycélium du substrat surmonté par un mycélium aérien
(Streptomyces, Actinomadura, Nocardiopsis, Saccharothrix, etc.).

La taxonomie des actinomyceétes est basée sur plusieurs critéres: morphologiques,
chimiques, physiologiques et moléculaires. Les critéres morphologiques font appel aux
caractéristiques culturales sur différents milieux de culture et aux caractéristiques micro-
morphologiques. La micromorphologie des principaux genres d’actinomyceétes est illustrée
dans la figure 2. Les caractéres chimiques (chimiotaxonomie) consistent a mettre en
évidence les constituants majeurs des actinomycétes qui se trouvent au niveau de la
paroi cellulaire (présence des formes LL ou DL de l'acide diaminopimélique et présence
ou non de glycine), de la membrane plasmique (phospholipides, ménaquinones et acides
gras) et des cellules entiéres (sucres taxonomiquement importants: arabinose, galactose,
madurose, rhamnose et xylose). Les critéres physiologiques sont déterminées par I'étude
de la capacité de I'actinomycéte a utiliser ou non divers composés organiques (sources de
carbone, sources d’azote, autres composés) et a tolérer ou non divers agents physiques
(température, pH) et chimiques (antibiotiques et autres substances inhibitrices). Les
études moléculaires sont trés importantes pour retracer les parentés phylogénétiques
des souches et pour déterminer les espéces. Les principales études sont le séquencgage
de 'ADN ribosomique 16S, I'hybridation ADN-ADN, et éventuellement ladétermination
du pourcentage en "guanine-cytosine". L'identification des genres est facilitée par les
études morphologiques et chimiques tandis que les critéres physiologiques et moléculaires
séparent les espéces.

2.- Ecologie des actinomyceétes

Les actinomycétes sont universellement répandus. lls constituent en général 10 a 20%
du total de la microflore tellurigue (Dommergues et Mangenot, 1970; Ishizawa et Araragi,
1976). lls sont présents dans l'air, le fumier et le compost, le foin et les pailles, les graines
de céréales, les résidus fibreux de canne a sucre, le pollen des plantes et bien d’autres
substrats (Lacey, 1973; Goodfellow et Williams, 1983). lls sont retrouvés dans les débris
végétaux et les litieres, les sols glaciaires de I'Arctique, les déserts chauds et secs de divers
continents, les sols pollués par du pétrole ou des métaux lourds, les lacs extrémement
alcalins et dans certains milieux trés salés (Lechevalier, 1981; Moncheva et al., 2002). Les
actinomyceétes sont présents aussi dans les milieux aquatiques: lacs, riviéres, ruisseaux,
mers et océans (Goodfellow et Williams, 1983; Bruns et al., 2003).
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Saccharomonospora . Streprosporangium Spiriliospora

Figure 2. Micromorphologie des principaux genres d’actinomycétes (Sabaou, 1988).

MA, mycélium aérien; MS, mycélium du substrat; RF, Rectus Flexibilis (chaines de
spores droites a flexueuses); RA, retinaculum Apertum (chaines en crochets ou en boucles
fermées); S, Spira (chaines spiralées); s, sporophores; c. sp., chaines de spores; sp.i.,
spores isolées; sp.m., spores mobiles; sg., sporanges.

La majorité des actinomyceétes est strictement saprophyte. Cependant, certains sont
pathogénes pour 'homme et appartiennent a quelques espéces de Mycobacterium,
Nocardia, Actinomadura, Nocardiopsis, Actinomyces ou Streptomyces (Lacey, 1997; Peltola
et al., 2001). D’autres sont pathogénes pour les plantes, tel que Streptomyces scabies, qui
cause la galle de la pomme de terre et de la betterave (El-Sayed et al., 2000).

En Algérie, dans les sols sahariens, les actinomycétes constituent 15 a 60% de
la microflore totale et parfois méme jusqu’a 85%. Le pourcentage peut dépasser les
90% dans les horizons de sol des palmeraies situés entre 1 et 2 m de profondeur,
avec une prédominance des Streptomyces, mais parfois méme des Micromonospora, des
Actinomadura ou des Nocardioides (Sabaou et al., 1980; Sabaou et al., 1992; Sabaou
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et al., 1998). Des genres peu fréquents a rares dans le monde sont retrouvés parfois en
quantités appréciables dans les sols des palmeraies, comme par exemple, Nocardiopsis,
Saccharothrix, Streptosporangium, Planomonospora, etc. (Boudjella, 1994; Sabaou et al.,
1998).

Le genre Saccharothrix est isolé en trés petits nombres a partir de divers substrats et
écosystémes. On le trouve dans les sols, les gisements de minéraux, les eaux usées, les
eaux et les sédiments des océans, les sols sahariens, les sols salés et alcalins, etc. (Athalye
et al., 1985; Sabaou et al., 1998). Ce genre, comme la majorité des actinomyceétes, est
saprophyte et aérobie stricte.

3.- Intérét des actinomycetes

3.1.- Intérét dans le domaine industriel

Les actinomyceétes jouent un réle trés important dans le domaine industriel. lls représentent
la plus grande source d’antibiotiques (environ 70% des molécules actives d’origine
microbienne) dont plusieurs sont utilisés dans la thérapeutique (Berdy, 2005; Zhao
et al., 2006; Singh et al., 2010). lls peuvent produire également des substances
intéressantes, telles que les vitamines, les vasodilatateurs, les activateurs immunitaires, les
antihistaminiques ainsi que diverses enzymes utilisées dans les industries; ils interviennent
aussi dans la bioconversion des stéroides en dérivés plus intéressants (Asselineau et Zalta;
1973; Sallam et al., 1995; Wang et al., 2009). Parmi toutes les substances sécrétées, les
antibiotiques sont ceux qui ont suscité le plus grand intérét. lls peuvent avoir une activité
antibactérienne (streptomycine, kanamycine, vancomycine, etc.), antifongique (nystatine,
primaricine, etc.), insecticide (avermicine, polyoxines, etc.) (Berdy et al., 1987; Bycroft,
1988; Rokem et al., 2007), antivirale (mutactimycines) et antitumorale (carcinostatine,
adriamycine, anthramycine, daunomycine, dithiolopyrrolones, etc.) (Lombardi et Crisanti,
1997; Kim et al., 1998; Minamiguchi et al., 2001; Raty et al., 2002).

Aprés les antibiotiques, les enzymes constituent le second grand groupe de produits
industriels synthétisés par les actinomycétes. Ces derniers sont notamment producteurs
d’'une des plus importantes enzymes industrielles, la glucose isomérase, utilisée pour
la fabrication d’isoglucose (mélange glucose-fructose) (Bhosale et al., 1996). De plus,
les actinomyceétes ont la capacité de dégrader une grande variété de polyméres comme
les lignocelluloses (Niladevi et Prema, 2005) ou encore la chitine (Gomez et al.,2000)
et possedent ainsi toute une variété d’enzymes intervenant dans ces dégradations: des
chitinases, des endo-glucanases, des peroxydases, des cellulases (Grigorevski de Lima
et al.,2005) ou encore des xylanases et des estérases (Zimmermann et al.,1988). Les
actinomycétes produisent aussi plusieurs protéases (Patke et Dey, 1998; Vonothini et
al.,2008) qui peuvent trouver des applications dans l'industrie alimentaire ou celle des
détergents (Moreira et al., 2002). En outre, les enzymes issues d’actinomyceétes sont aussi
utilisées dans les procédés de bioconversion. Ainsi, la fabrication d’acrylamide a partir
d’acrylonitrile fait intervenir la nitrile hydratase de Rhodococcus rhodochrous J1 (Kobayashi
et al.,1992).

3.2.- Intérét dans le domaine agronomique

Les actinomycétes permettent le recyclage de la matiére organique grace a leur capacité de
dégrader des substances trés dures et incapables d’étre décomposées par les bactéries non
mycéliennes et les champignons: polyméres complexes, polysaccharides, lignocelluloses,
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chitine, etc. (Lechevalier, 1981; Goodfellow et Williams, 1983; McKenna et al., 2002). lIs
jouent par conséquent un réle dans la fertilité des sols. lls sont aussi capables de dégrader
ou de recycler certaines toxines produites par des champignons toxinogénes et de réduire
aussi leur teneur dans les produits finaux en agroalimentaire (holzapfel et al., 2002).

Les actinomycétes du genre Frankia sont des fixateurs symbiotiques de l'azote
atmosphérique, formant des nodules chez de nombreuses plantes dicotylédones arbustives
autres que les légumineuses (Becking, 1974). Ces plantes sont utilisées pour le reboisement
des sols pauvres en matiére organique et sont parfois utilisées comme brise-vert.

Les actinomycétes présentent un important potentiel de contréle des maladies
phytopathogénes. lIs peuvent agir par différents mécanismes d’action comme I'antibiose, la
compétition nutritionnelle ou spatiale ou encore le parasitisme. Certains antifongiques non
polyéniques sécrétés par des actinomycetes, comme la blasticine S, la kasugamycine et les
polyoxines B et D, sont utilisés a grande échelle et depuis longtemps, contre des maladies
du riz, dans I'agriculture japonaise (Misato, 1982).Lefficacité des souches d’actinomycétes
et de leurs produits (antibiotiques et sidérophores) dans la lutte contre les champignons
phytopathogénes a été signalée plusieurs fois (Trejo-Estrada et al., 1988; Merrouche, 2000;
Meklat 2004; Getha et al., 2005).

Il.- LE GENRE SACCHAROTHRIX

1.- Caractéristiques et position taxonomique du genre Saccharothrix

Le genre Saccharothrix a été décrit pour la premiére fois en 1984 par Labeda et al., avec
comme espéce-type Saccharothrix australiensis. Ce genre est classé dans la famille des
Actinosynnemataceae (Labeda et Kroppenstedt, 2000), et ce, sur la base des parentés
phylogénétiques.

Les colonies de Saccharothrix portent en général un mycélium aérien, lequel peut
étre abondant ou trés peu produit selon les espéces et les souches. Les filaments du
myceélium aérien se fragmentent de maniére anarchique, souvent en "zig-zag", aboutissant
a la formation de longues chaines de spores ovoides ou en batonnets (1 @ 2 ym x 0,7
a 1 ym) et non mobiles. Il n'y a pas de production de sporophores comme chez les
Streptomyces. Le mycélium du substrat se fragmente souvent en éléments coccoides
ou allongés, cette fragmentation pouvant étre excessive ou, au contraire, assez réduite.
Chimiquement, Saccharothrix est caractérisé par une paroi cellulaire de type IIIE (forme DL
de 'acide diaminopimélique + rhamnose-galactose), par des phospholipides membranaires
de type PII (présence de phosphatidyléthanolamine + hydroxy-phosphatidyléthanolamine)
ou bien PIV (phosphatidyléthanolamine + phospholipides contenant de la glucosamine), par
des ménaquinones de type MK-9(H4) et MK-10(H4) et par des acides gras a chaines droites
monoinsaturées, iso et antéiso (Labeda et Kroppenstedt, 2000; Labeda et al., 2001).

2.- Espéces appartenant au genre Saccharothrix

Le genre Saccharothrixcomprend actuellement 11 espéces décrites et deux sous-espéeces
(Tableau 1).
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Especes de Saccharothrix | N° d'accessibilité Références
dans les collections

Sa. australiensis ATCC 31497 Labeda of ol (1984).
Sa. fexasensis ATCC 51593 Labada et Lyons (1989,
Sa. espanaensis ATCC 51144 Labeda et Lechevalier (1989
Sa. mutabilis subsp. muiabiis | ATCC 31520 Labeda et Lechevalier (1989
Sa. mutabilis subsp. cqprecius  |ATCC 23802 | Grund et Kroppenstedt (1000).
Sa. coerulesfusca ATCC 35108 Grund =t Kroppanstedt ( 1990,
Sa. longispora ATCC 35109 Grund =t Kroppanstadt ( 1990,
Sa. ringae ATCC 51364 Grund =t Kroppanstadt ( 1990,
Sa. algeriensis NERL B-24137 Zitouni ef al. (2004c).
Sa. xinjiangensis AS 41731 Hu af al (2004
Sa. vislaceirubra NBRC 102064 Otoguro ef al. (2009
Sa. variisporea NERL B-16296T | Eim efal (2011).

Tableau 1. Liste des especes de Saccharothrix.

3.- Métabolites secondaires sécrétés par les espéces de
Saccharothrix

La majorité des antibiotiques sécrétés par les souches de Saccharothrix a été découverte
durant les vingt derniéres années. Le nombre de molécules actives dépassent actuellement
la cinquantaine. Leur nature chimique est assez diversifiée. On peut ainsi trouver des
macrolides (Gauze et al., 1974; Horan et al., 1977; Zitouni, 2004), des polyamines
(Takahashi et al., 1986), des benzoquinones (Isshiki et al., 1989), des aromatiques
hétérocycliques glycosylés (Bush et al., 1987; Tsurumi et al., 1995), des alcaloides (Suzuki
et al., 1991), des nucléosides carbocycliques (Bush et al., 1993), des hétérocycles azotés
et soufrés (Tsurumi et al., 1995; Lamari et al., 2002a,b), des composés phosphoreés acides
et hydrophiles (Takahashi et al., 1995), des heptadécaglycosides (Singh et al., 2000) ou
encore des anthracyclines (Zitouni et al., 2004a,b).

Certains antibiotiques sont doués d'une activité antibactérienne (bactéries a Gram
positif et plus rarement a Gram négatif), comme les galacardines, ou antifongique
comme le thiazolylpyridine, ou encore antibactérienne et antifongique a la fois,
comme les dithiolopyrrolones, la dopsisamine et la formamycine. D'autres composés
sécrétés présentent des activités antitumorales (ex.: ammocidine, pluraflavines),
antivirales (fluvirucines), herbicides (phosphonothrixine et coformycine) ou inhibitrices de
métalloprotéases ou d’autres enzymes (molécules WS75624). Le tableau 2 donne les
principales substances bioactives synthétisées par le genre Saccharothrix.
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Subctances Activite Oirizine Feferences
MNocamyecins Antibactérisnne, antitimorals Sa. nuringas Heorvath st al. {1979).
Polvmitoxins Amntibacterisnna Sa. mutabiic Jain st al. {1982).
Dopsizamins Amntibactarisnna, antifonsiqus Sa. murabiic Takshashi sral. {1986).
LL-C13004 Antibactarisnnz Sa. scpanasncic Kirbw s ai. {1987
Kinamveines (1 2t 2) Amntibactarisnne, antitumorals Saccharathrix sp. Isshili g1 al. (1989,
Szkothrixids Antitnmorals Saccharathrix sp. Sato sral, {1992).
Tetrazomins Antibactérisnne, antitumorals Sa. murabiic Suzuki st al. (19911,

Fluvirmeinas {Al, A2 BI,
B2, B2, B4 et B3)

Amntivirals

Sa. murabiic

Tomita st al. {1991).

(ralacardinzs (A =t B)

Amntibactérisnns

Saccharothric sp.

Tak=uchi et al. (1992,

Coformyeine

Harbicids

Sascharothrix sp.

Dancer st al. {1997).

Wi7iel4 A=tB

Inhibitaur d'enzvms, convertissaur

dz 'andothalins

= 3 3
SACEAAYOIRFLC 5.

Yoshimura sral. {1995).

Phosphonothrixina Harbicida Saccharothrix sp. Takahashi st al. {1995}
Malkamura st ai. {1999].
Thiazelvlprridine Antifongiqus Saccharothrix sp. Sugawara st al. {1999).
THC 96 Inhibitsur dz prot2asoms Saccharathrix sp. Koguchi st al. {1999,
Ammoecidins Antitnrnorals Saccharathrix 5p. Wlurakarni =t af. (20017,
Pluraflavinzs (A, BE =t E} Antitumnorals Sascharathrix sp. Wartasy eral. (2001).
Saccharomicines {A 2t B) Antibactarisnns Sa. szpanasnsiz Wang sral. {2001

Dithiolopyrrolonas (AT CI,

Antibactérisnns. antifonsiqus

Sa. algsrienciz

Lamari st al. {2002ah).

Cl A DatF)
Pravastatins Amnti-cholastarolammiqus Sa. mutabiic Matsuo s al. {2003).
(GBCI3-N Antiparasits, insacticids Saccharothnix sp. UK. Pat_ 1990 2

232 668, CA, 115,
11281 5u. (Bravats)
UK Pat, 19902
232 66B, CA, 115,
112815u. (Bravats)

(FZ032.%) Antiparasits, insacticids Sascharothrix sp.

Tableau 2. Principales substances ayant une activité biologique
et synthétisées par les souches appartenant au genre Saccharothrix.

4.- Caractéristiques et position taxonomique de Sa. algeriensis

Le mycélium aérien de Sa. algeriensis NRRL B-24137 est abondant et de couleur
jaune-orange. Le mycélium du substrat est jaune vif. Des pigments diffusibles de méme
couleur sont abondamment sécrétés. L'analyse des constituants cellulaires a montré
que cette souche contient le couple "rhamnose-galactose" (sucres taxonomiquement
importants), du mannose, du glucose et du ribose, de la phosphatidyl-éthanolamine et
de I'hydroxy-phosphatidyl-éthanolamine (phospholipides caractéristiques) et des acides
gras (iso-15:0, iso-16: 1 H, is0-16:0, iso-2-hydroxy-16:0, etc.) et ne posséde pas d’acides
mycoliques pariétaux (Zitouni et al., 2004c). Une taxonomie numérique, incluant 77
tests physiologiques, ainsi qu’une analyse phylogénétique (séquengage de '’ADNr 16S,
hybridation ADN-ADN) ont montré que la souche différe nettement des espéces connues
et a été nommée Sa. algeriensis (Zitouni et al., 2004c).

5.- Spectre d’action de Sa. algeriensis

20

Sa. algeriensis NRRL B-24137 présente un spectre d’action assez large, qui touche
aussi bien les bactéries a Gram positif (ex.: Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus)
et a Gram négatif (ex.: Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae) que les levures (ex.:
Candida albicans et Saccharomyces cerevisiae) et les champignons filamenteux (ex.: Mucor
ramannianus, Pythium irregulare, Rhizoctonia solani et Thielaviopsis neocaledoniae).
L’action est plus forte contre les bactéries a Gram positif et les champignons, moyenne
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contre les levures et moyenne, faible a nulle contre les bactéries & Gram négatif (Zitouni,
1995; Lamari, 2006).

lll.- LES ANTIBIOTIQUES

Les antibiotiques sont des métabolites secondaires (appelés aussi idiolites), généralement
synthétisés a la fin de la phase exponentielle (trophophase) et au début de la phase
stationnaire (idiophase) (Bu'lock, 1965).

En plus des microorganismes, les antibiotiques ont été isolés également a partir des
plantes et des animaux. lls peuvent aussi étre produits par voie d’hémi-synthése (obtention
par modifications chimiques ou enzymatiques des molécules naturelles) ou par synthése
chimique (Breton et al., 1989; Sanglier, 1990).

1.- Classification des antibiotiques

Les antibiotiques peuvent étre classés en se basant sur plusieurs critéres: structure
chimique, spectre d’action, type d’action, mode d’action, origine et charge électrique. La
classification la plus utilisée est celle basée sur la structure chimique (Berdy et al., 1987,
Yala et al., 2001). Prés de 17 000 molécules ont ainsi été classées dans 9 grandes familles
et dans plusieurs sous familles chimiques (Tableau 3).

Les autres types de classification peuvent étre utilisés surtout en médecine et en
pharmacologie; lls sont basés sur:

Le spectre d’action: Voir page 15 paragraphe 3.

*Zones mesurées, selon la méthode des stries croisées, entre le bord de la colonie de
I'actinomycete et ceux des microorganismes- cibles . Milieu utilisé ISP2.

le type d’action: bactériostatique (tétracycline, érythromycine, etc.), bactéricide en
phase exponentielle uniquement (cyclosérine, pénicillines, etc.) ou bactéricide en
phases exponentielle et stationnaire (polymyxines, gramicidines, etc.).

le mode d’action: voir page 16 paragraphe 4.

I'origine: les antibiotiques peuvent étre d’origine fongique (pénicilines, griséofulvine,
etc.), bactérienne (bactéries non mycélienne) (bacitracine, polymyxines, etc.) ou
actinomyceétale (la majorité des antibiotiques sécrétés surtout par Streptomyces). lls

peuvent étre aussi élaborés par des microorganismes hybrides (clonage de génes),
par hémi-synthése ou par synthése.

la charge électrique: les antibiotiques peuvent étre a caractére acide (pénicilline,
novobiocine, etc.), basique (aminosides, polymyxines, rifamycines, etc.) ou neutre
(steffimicines, aldgamycines, mutactimycines, etc.).

2.- Microorganismes producteurs d’antibiotiques

Les antibiotiques peuvent étre produits par divers microorganismes. Prés de 70% de ces
molécules actives sont synthétisées par des actinomycétes, environ 10% par des bactéries
non mycéliennes et 10% par des champignons (Breton et al., 1989; Sanglier, 1990).
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Un méme antibiotique peut étre synthétisé par divers microorganismes
taxonomiquement éloignés comme c’est le cas de 'acide fusidique (utilisé dans le traitement
d’infection a staphylocoques résistants a la pénicilline) isolé a partir des genres Fusidium,
Cephalosporium,

Microsporium, Mucor et Chrysosporium (Von Daehne et al., 1984). Inversement,
plusieurs antibiotiques peuvent étre produits par un méme microorganisme, comme c’est
le cas de Streptomyces hygroscopicus qui synthétise 58 antibiotiques différents (Berdy et
al., 1987).

2.1.- Actinomyceétes

Prés de 80% des antibiotiques d’origine actinomycétale sont synthétisés par Streptomyces,
le genre le plus répandu dans I'environnement (Watve et al., 2001;Lazzarini et al., 2000).
Environ 15% de ces molécules actives sont sécrétés par les souches de Nocardia,
Micromonospora, Actinoplanes et Actinomadura, tandis que les 5% restants le sont par les
autres genres, peu répandus ou parfois méme rares, tels que Nocardiopsis,Saccharothrix,
etc.
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Familles Principales sous-familles Exemples d"antibiotiques
- Glucides purs - Nojirimycine
Antibiotigues contenant des |- Armnoglycosides - Streptomnmycine, gentarmicine,
glucides kananTycine
- Glycopeptides - Vanecormvyeine, risotocétine
Lactones macrocycligues - MMacrolides - Erythrontycine, spiramycine
- Polvénes - Nwstatine, amphotéricine
- Macrolactames - Maytansine
- Composés polycycliques - Tétracyclines
Quinones et antibiotigues Ineairement accoles
apparentés - Anthra quinones - Anthracyclines
- Naphto quinenes - Bubomycine
- Benzoquinones - Mitomycine, safranycine
- Dérivés d'acides aminés - Pénicilline, cyclozérine
Acides amines et peptides - Homopeptides - Bacitracine
- Peptolides - Valinomycine
- Lipopeptides - Polymyxines
Antibiotiques hétérocycligues | - Hétérocyeles nonaceolés - Mildiomy cine
contenant de I'azote - Hétérocyeles aceolés - Phénarines
Antibiotiques hétérocycligues | - Dérivés du firarme
contenant de I'oxygéne - Polvéthers - Monensine
- Composés benzéniques - Chloramphénical
Antibiotiques aromatiques - Composés aromatiques
accolés - Griséofulvine

- Autres dérivés

- Novobiocine

Antibiotiques alicycliques

- Dérivés du cyclo-alcane
- Terpénes
- Oligoterpénes

- Cvcloheximide
- Acide marasmque
- Aride fusidique

Antibiotigues
aliphatiques

- Dérivés d'aleanes

- Dérivés des acides
carboxyliques aliphatiques
- Composés contenant du
phosgphore

- Elaiomycine
- Cérulénine

- Fosfonmycine

Tableau 3. Classification des antibiotiques d'aprés
leur structure chimique (Berdy et al., 1987; Berdy, 2005).

2.2.- Bactéries non mycéliennes

Prés de 7% des antibiotiques d’origine bactérienne sont élaborés par les Bacillaceae
(ex. : Bacillus subtilis), 1,3% par les Pseudomonadaceae (ex.. Pseudomonas) et
1,7% par d’autres bactéries de genres trés divers, tels que Micrococcus, Proteus,
Chromobacterium, etc. Ces antibiotiques sont souvent de nature peptidique (Vandamme,
1985) ou parfois aminoglycosidique, hétérocyclique, lipidique, phénazinique, etc. (ex.:
bacitracine, polymyxine, phénazines, etc.) (Berdy et al., 1987).

2.3- Champignons

Environ 2000 espéces des champignons décrites sont productrices d’antibiotiques. Le
nombre de ces molécules d’origine fongique est supérieur a 1200 (Berdy, 2005).
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Parmi ces champignons producteurs, nous citerons les genres Aspergillus, Penicillium,
Cephalosporium et Fusarium (des ascomycétes ou des formes imparfaites) et aussi
certains basidiomyceétes et zygomycetes (Betina, 1983; Laskin et Lechevalier, 1984). Les
antibiotiques les plus connus sont la pénicilline, la céphalosporine, I'acide fusidique et la
griséofluvine (Barrett et al., 2001).

3.- Spectre d’action des antibiotiques

Les antibiotiques possédent un spectre d’action qui s’étend aux bactéries a Gram positif,
aux bactéries a Gram négatif et aux champignons. Leur action peut parfois s’étendre aux
virus, aux protozoaires, aux helminthes, aux acariens, etc.

Ainsi, on distingue les antibiotiques a:

Spectre tres large: tétracyclines, chloramphénicol et céphalosporines.
Spectre large: streptomycine, rifampicine et fosfomycine.

Spectre moyen: surtout actifs contre les bactéries & Gram positif: péniciline,
érythromycine, lincomycine et novobiocine.

Spectre étroit: - sur les bactéries a Gram positif: vancomycine.

- sur les bactéries a Gram négatif: polymyxines.
- sur les champignons: cycloheximide, amphotéricine B et nystatine.

4.- Mode d’action des antibiotiques
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Le site d’action des antibiotiques dans la cellule microbienne peut étre la membrane
plasmique, la paroi cellulaire, les ribosomes, les acides nucléiques, etc. (Asselineau et zalta,
1973; Deacon, 1984).

Action sur la membrane plasmique: les polyénes (amphotéricine B, nystatine) sont
des antifongiques caractérisés par la présence d’un grand cycle lactone (comprenant
12 a 37 atomes de carbones). lls agissent sur les stérols de la membrane plasmique
des cellules eucaryotes (champignons, animaux), ce qui entraine une diminution

de la perméabilité membranaire et la mort des cellules. D’autres antibiotiques, tels
que les polypeptides, agissent également sur la membrane plasmique bactérienne
en se fixant sur les phospholipides (polymyxines) ou en se comportant comme des
ionophores (gramicidines).

Inhibition de la synthése de la paroi: parmi les antibiotiques qui inhibent la synthése
de la paroi cellulaire, nous citons les B-lactamines, la cyclosérine, la fosfomycine, etc.
lls empéchent I'intégration des acides aminés formant le tétrapeptide muréique ou en
empéchant celui-ci de se coller a la muréine.

Inhibition de la synthése des protéines: certains antibiotiques antibactériens

peuvent se fixer sur les sous-unités ribosomiques 30S ou 50S (ex.: tétracyclines,
macrolides et chloramphénicol), empéchant respectivement la fixation de 'ARN
transférase porteur d’acides aminés, la translocation et la transpeptidation. Chez les
eucaryotes, la synthése des chaines polypeptidiques est inhibée par la fixation de la
kasugamycine sur la sous-unité 40S des ribosomes. La translocation des ribosomes
sur ’ARN messager est bloquée par le cycloheximide qui se fixe sur la sous-unité
ribosomique 60S. La synthése des protéines est aussi inhibée par la blasticidine S qui
bloque l'incorporation des acides aminés.
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Action sur les acides nucléiques: certains antibiotiques tels que la mitomycine et
I'acide nalidixique empéchent respectivement la réplication de ’'ADN (en se fixant sur
les deux brins d’ADN) et sa synthése (par inhibition de I'incorporation de la thymine).
L'actinomycine empéche la transcription de 'ADN en ARN messager.

5.- Biosynthése des antibiotiques

Les antibiotiques sont synthétisés pendant 'idiophase (phase stationnaire), succédant a la
trophophase (phase de croissance) (Walker, 1974). Cependant, certains travaux ont montré
que cette production peut débuter durant la phase exponentielle de croissance (Lebrihi et
al., 1987; Lamari et al., 2002a; Zitouni et al., 2004a). D’autres chercheurs ont montré la
possibilité d’obtenir un couplage de la production de certains métabolites secondaires et de
la croissance contrélée du microorganisme en faisant varier la composition du milieu (Gray
et Bhuwapathanapun, 1980; Untrau et al., 1995).

Les antibiotiques naturels dérivent biochimiquement d’un nombre restreint de
précurseurs fournis par le métabolisme primaire, tels que les acides aminés, les acides gras
et les bases puriques et pyrimidiques. Cette variété structurale résulte non pas du nombre
de voies de biosynthése de départ (assez réduit), mais plutdét des chaines de réactions
enzymatiques terminales variées: polymérisation, méthylation, condensation, oxydation et
réduction (Vinig, 1985; Martin et Liras, 1989; O’hagan, 1991). Le tableau 4 montre des
exemples d’enzymes dirigeant la biosynthése des antibiotiques.

Al'échelle génétique, chez les actinomycétes, les génes codant pour la biosynthése des
antibiotiques et d’autres métabolites secondaires, sont généralement regroupés sous forme
de cluster (de 15 a 100 Kb ou méme plus) dans 'ADN génomique, mais parfois aussi dans
les plasmides (Bibb, 2005). Cundliffe (2006) a signalé que la biosynthése des antibiotiques,
méme a faibles poids moléculaires, est assez complexe. Communément, 10 a 15 génes
pourraient étre nécessaires pour coder la synthése d’'une molécule d’antibiotique de masse
inférieure @ 1000. En revanche, un seul géne peut facilement encoder une protéine de 100
Kda.
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Fnzymes Antibiotigue Microorganismes Reéférences
biosynthetiseé producteurs
- Amidinotransférase Strepiomiyces griseus, Pass et Raczvnska-
- Streptidine kinase 5. humidus, Bojanowska (1969),
Streptommveine | 5 griseocarneus, ensilovo et Levitov

S galbus 8 oratus et | (19700, Kholhlowv =t
5. lygroscopicus Tovarova (1972).

- Phénoxazinone synthase Actinomycie | S anfibioficus Eatz (1967

- Tvrocidine synthetase Tyrocidines Bacillus brevis Kurahashi & o,

1969

- Omydoréductase

- Transmethvlase Tylosine S rimosus Tang af ol (1994),

- Valine délvdrogénase

- Guanosine Tubercidine 3. showdoensis Elstner et al. (1975).

Triphosphate formylinedrolase

- Candicidine synthétase Candicidine 3. EFISEns Corcoran ( 19747,

- Bacitracine syntheétase Bacitracine Bacillus lichewniformis Ishihara et & (19735

Gramidicine 5 synthétase Gramidicine B brevis Matteo e al (1973).

- Acetyl CoA carboxviase

- Phosphoénolpvnnate

deshvdrogenase Tetracycline S aureofaciens Behal er ol (1983).

- Oxaloacetate deshvdrogenass

- Anydrotétracycline oxygénase

- Cyclase phalosporine | 5. clmvuligerus Braria of ol (1983

- Expandase

Tableau 4. Exemples d’enzymes dirigeant la biosynthése des antibiotiques.

6.- Régulation de la biosynthése des antibiotiques
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Les cinétiques de fermentation ont montré que les besoins nutritionnels (composition
de milieu de culture) et les conditions de culture (pH, température, aération) d’un
microorganisme ne sont pas généralement les mémes pendant les phases de croissance
et de production des métabolites secondaires. Pour cela, des milieux favorables ont d étre
développés et certains paramétres d’ordre nutritionnel et environnemental ont été régulés
pour répondre aux besoins optimaux de production d’antibiotiques (Larpent et Sanglier,
1989).

Les antibiotiques sont biosynthétisés a partir de précurseurs (acides aminés, acides
organiques, bases puriques et pyrimidique, etc.) par des voies métaboliques trés
spécifiques. Cette biosynthése est soumise a tout un ensemble de mécanismes de
régulation intervenant aux niveaux anabolique, catabolique et énergétique de la cellule.
La régulation peut s’exercer directement et spécifiquement sur les génes ou les enzymes
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de synthése des métabolites secondaires et/ou indirectement sur les voies de biosynthése
des métabolites primaires précurseurs. Les différents mécanismes de régulation de
la biosynthése des métabolites secondaires, en particulier des antibiotiques, ont été
abondamment répertoriés (Piret et Demain, 1988; Demain, 1998; Bouras, 2005; Strub,
2008).

6.1.- facteurs physico-chimiques

La production d’antibiotiques peut se faire sur milieux solides (rarement) ou majoritairement
en milieux liquides (en général agités). Pour ces derniers, la culture en «batch» est
beaucoup plus utilisée que la culture en continu (Hermans et al., 1989). La fermentation est
réalisée dans des fioles agitées ou dans des fermenteurs. Dans ces derniers, il est possible
d’ajuster constamment les paramétres physico-chimiques.

Les facteurs physico-chimiques (pH, température, agitation et aération) jouent un réle
important dans l'initiation de la biosynthése des métabolites secondaires et 'amélioration
des rendements. Pfefferle (2000) a montré que la production de métabolites secondaires
chez le genre Streptosporangium était meilleure avec une agitation de type «turbine-hélice»
marine. Il apparait que la concentration en oxygene dissous est un parametre important
dans la production de métabolites. Certains chercheurs ont montré que la production de
I'antibiotique rouge «prodigiosine» chez Serratia sp. est favorisée par les valeurs faibles du
pH (Williamson et al., 2005). Lamari (2006) a signalé que le CaCO3 ajouté au milieu de

culture joue un role de tampon qui empéche les écarts importants et défavorables du pH et
favorise ainsi la production de la biomasse et des antibiotiques.

6.2.- Inoculum

Certains chercheurs on signalé I'importance quantitative et 'age de I'inoculum. Cependant,
la qualité de ce dernier, définie par des propriétés physiologiques et biochimiques, reste
rarement évoquée (Brown et Zainudeen, 1978). Smith et Calam (1980), étudiant la
production de la pénicilline et la griséofulvine, ont montré que les pelotes de mycélium
denses conduisaient a de plus faibles diffusions de substrats que les pelotes ouvertes.
Novikova et Makarevich (1984) ont montré une corrélation entre 'activité respiratoire de
inoculum et la production en tétracycline de Streptomyces aureofaciens. La potentialité
optimale de l'inoculum correspond ainsi a une activité respiratoire maximale.

6.3.- Facteurs nutritionnels

La régulation de la biosynthése des antibiotiques est contrélée par plusieurs facteurs
nutritionnelles, tels que le métabolisme des sources de carbone, d’azote et de phosphate, et
a un degré moindre, la quantité et la qualité des sels minéraux (Bouras, 2005; Strub, 2008).
Ces facteurs jouent un réle important dans I'induction ou la répression de la biosynthése
des antibiotiques, par activation ou inhibition des enzymes synthétases (Martin et demain,
1980).

6.3.1.- Régulation par les sources de carbone

Les sources carbonées peuvent agir comme des précurseurs directs (aprés glycosylation
ou ajout de certains acides organiques), ou indirects (fourniture des précurseurs, induction
ou production d’enzymes de biosynthése, etc.) sur la production des antibiotiques.
6.3.1.1.- Les sucres
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Les substrats glucidiques (glucose, saccharose, glycérol, amidon, dextrines, etc.) sont
souvent utilisés pour la production d’antibiotiques.

Cependant, certains chercheurs ont signalé I'effet inhibiteur du glucose qui provoque
une répression de la formation de plusieurs antibiotiques, dont des aminoglycosides et
des macrolides produits par les actinomycétes (streptomycine, kanamycine, istamycine,
néomycine et spiramycine), par inhibition des enzymes de biosynthése (Demain, 1989;
Piepersberg et Distler, 1997; Colombié, 2005). Cette répression catabolique semble
étre due a lacidification du milieu de culture (instabilit¢é du pH) aprés accumulation
d’intermédiaires cataboliques, tels que les acides organiques (Solé et al., 2000). D’autres
sources carbonées peuvent exercer un effet a la fois inhibiteur et répresseur sur certains
systéemes enzymatiques participant au métabolisme secondaire, tels que le glycérol qui a
inhibé la D-cyclosérine synthétase chez Streptomyces ambofaciens (Svensson et al. 1983;
Lounes et al., 1995) et le citrate qui a inhibé la production de la novobiocine chez S. niveus
(Martin et demain, 1980).

Par contre d’autres chercheurs ont montré que la présence dans le milieu de culture des
sources carbonées lentement assimilées, permet une bonne production des antibiotiques,
comme c’est le cas de la bacitracine sécrétée par Bacillus licheniformis (Haavik, 1974).
Dans le méme contexte Lebrihi ef al. (1988) ont signalé que I'expression de la céphamycine
C synthétase et de I'expandase chez Streptomyces clavuligerus est plus faible lorsque le
glycérol est utilisé comme source de carbone plutét que 'amidon.

6.3.1.2.- Les acides gras a courtes et longues chaines

La présence des acides gras a courtes chaines sous forme d’acyl-CoA auraient un effet
stimulateur sur les acyl-transférases qui sont les enzymes qui permettent d’activer les
précurseurs de la spiramycine chez Streptomyces ambofaciens. Le palmitate, 'oléate et le
méthyloléate stimulent la biosynthése de la spiramycine, alors que 'acétate et le propionate
ont besoin d’étre couplés au butyrate pour avoir un effet stimulateur (Khaoua, 1990; Khaoua
et al.,1992). Peroz-Collignon (1993) a montré que I'utilisation de 'hexanoate comme unique
substrat carboné ne permettait pas de production de la spiramycine par S. ambofaciens.
Cette production n’est possible qu’en présence d’autres sources de carbone. Ceci a été
expliqué par un manque probable de certaines étapes de la néoglucogénése a partir de cet
acide gras, ce qui limite la formation des sucres aminés de la spiramycine. Marshall (1987) a
montré que 'ajout de I'acide 2-méthylbutyrique au milieu de culture augmente la production
de la polymyxine A; par contre I'ajout de I'acide isobutyrique, favorise la production de la
polymyxine B chez S. paulus.

Melchior et Steim (1977) ont signalé que I'effet précurseur des acides gras exogénes
pour la production d’'un grand nombre d’antibiotiques est souvent lié a des changements de
la composition lipidique des cellules et a une meilleure utilisation des acides gras. L’addition
d’oléate, de palmitate ou de stéarate modifie souvent la composition de la membrane
cellulaire en augmentant la teneur en acides gras suivant les espéces, et stimule ainsi la
production de I'antibiotique (David et al., 1992). Mouslim et al. (1993) ont noté que I'addition
de méthyleoléate dans le milieu producteur améliorait de plus de 700% la production de
nigéricine. Cette action a été expliquée par une modification de la perméabilité cellulaire et
par une solubilisation de cet antibiotique hydrophobe.

6.3.2.- Régulation par les sources azotées

6.3.2.1.- Les ions d’ammonium
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Les sources d'azote jouent un réle trés important dans la biosynthése des métabolites
secondaires. L'ammonium est connu pour étre un répresseur sur le métabolisme secondaire
(Omura et al., 1980; Demain, 1991; Litzka et al., 1999). La répression catabolique par les
ions ammonium peut réguler les métabolites secondaires en inhibant et\ou en réprimant des
enzymes qui permettent la biosynthése des précurseurs. Cela a été observé dans le cas de
la production d’acide aminoadipique, un précurseur pour la production de la céphalosporine
chez Streptomyces clavuligerus et Cephalosporium acremonium et la biosynthése de la
spiramycine par S. ambofaciens (Lebrihi et al., 1992; Tang et al., 1994; Lounes et al., 1995;
Lee et al., 1997). Lion ammonium inhibe également la biosynthése de la leucomycine
(Omura et al., 1980), de la tylosine (Omura et al., 1984b), etc. Son augmentation dans le
milieu de culture entraine le plus souvent une diminution de la production en antibiotiques,
comme par exemple la production spécifique de B-lactames par S. clavuligerus qui diminue
de 84% lorsque la concentration en ammonium augmente de 20 a 80 mM (Brana et al. 1985).

La répression catabolique peut affecter aussi le niveau des activités enzymatiques
nécessaires dans les voies du métabolisme secondaire. Par exemple, 'ammonium inhibe
la formation, chez S. clavuligerus, de la cyclase et 'expandase (enzymes intervenant dans
la biosynthése de la céphalosporine) (Brana et al., 1985), 'anhydrotétracycline oxygénase
responsable de la biosynthése de la tétracycline (Behal et al., 1983), et la macrocine 3’-O-
méthyltransférase qui catalyse la conversion de la macrocine en tylosine (Vu-Trang et Gray,
1987).

Par contre, certains auteurs ont montré que la production de quelques antibiotiques
tels que la néomycine, la streptomycine et la gentamicine est augmentée par I'addition
d'ammonium au milieu de culture. Cet effet positif est di a la conversion de 'ammonium en
glutamine, utilisée dans la formation des précurseurs (Gonzalez et al., 1995).

6.3.2.2.- Les acides aminés

L'importance des acides aminés comme sources d’azote dans la régulation de la
biosynthése des antibiotiques a été démontrée par plusieurs chercheurs. Cette biosynthése
est inhibée ou bien améliorée selon la nature et la concentration des acides aminés
utilisés (Martin et Demain, 1980). Khaoua (1990) a montré que la production de la
céphamycine C par Streptomyces catteleya est meilleure, comme source d’azote, en
présence d'asparagine, par rapport a la glutamine et a 'ammonium. Cependant, un exces
d’asparagine fait chuter la production de cet antibiotique. Martin et Demain (1980) ont
rapporté l'effet stimulateur de la méthionine sur la biosynthése de la céphalosporine C et
I'effet inhibiteur de la glycine sur la production de I'érythromycine. Omura et al. (1984a,b)
ont observé par utilisation de mutants de cosynthése de S. fradiae, que la valine, la
leucine, lisoleucine, la thréonine ou leurs a-céto acides correspondants, favorisaient la
production du protylonolide, contrairement a I'alanine, la sérine, la proline, le pyruvate ou I'a-
cétoglutarate. Marshall et al. (1987) ont montré que I'addition de l'isoleucine, de méthionine
et de thréonine augmente la production de la paulomycine A chez S. paulus, tandis que
la valine favorise celle de la paulomycine B. Tang et al. (1994) ont constaté que la valine
est la source de précurseurs pour la biosynthése des macrolides cher S. ambofaciens et
S. fradiae.

L'acide glutamique et I'acide aspartique sont considérés comme des sources riches
en azote et sont utilisés préférentiellement par la cellule bactérienne (Da Silva et al.,
2001). Lammonium, le glutamate et la glutamine sont eux utilisés préférentiellement par
les champignons (Magasanik, 1992; Ter Schure et al., 2000). Par exemple, le glutamate et
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I'histidine favorisent la biosynthése de la pénicilline chez Penicillium chrysogenum (Feng
etal., 1994).

6.3.3.- Régulation par la source de phosphore

La production de métabolites secondaires est soumise a une régulation par le phosphate
inorganique chez plusieurs microorganismes (Liras et al., 1990; Spizek et Tichy, 1995).

Le phosphate peut, a certaines concentrations, supprimer le métabolisme secondaire,
inhibant par exemple les phosphatases et les oxygénases (Spizek et Tichy, 1995). Dans
de nombreuses voies de biosynthése des antibiotiques, une consommation compléte
du phosphate est nécessaire pour le démarrage de la biosynthése, et c’est pourquoi,
de nombreuses productions d’antibiotiques sont réalisées dans des conditions ou le
phosphate est limité pour la croissance. Le phosphate est ainsi épuisé avant I'initiation de
la biosynthése de la candicine chez Streptomyces griseus et de la tétracycline chez S.
aureofaciens (Martin et demain, 1980). Beaucoup de métabolites secondaires nécessitent
pour leur formation des concentrations faibles en phosphate (inférieures a 10 mM). Il existe
toutefois des exceptions notables: la thiopeptine (Miyairi et al., 1970) et la nocardicine (Aoki
et al., 1976) ou la synthése réclame une concentration élevée en phosphate inorganique
(100 a 200 mM). Le phosphate régule la biosynthése des antibiotiques peptidiques, des
macrolides et de plusieurs autres antibiotiques bio-synthétiquement complexes (Martin et
demain, 1980).

6.3.4.- Régulation par les sels et les oligoéléments

Plusieurs chercheurs ont signalé I'effet positif de certains sels comme le CaCO3 qui joue
un réle de tampon pour maintenir le pH aux environs de la neutralité; le CaCO3 augmente

la biomasse cellulaire et la production des antibiotiques (Ikeda et al., 1992; Lamsaif, 1992,
Lamari, 2002a,b).

Kister et Neumeier (1981) ont montré que la production de la streptomycine et de la
tétracycline est améliorée par I'addition respectivement de 0,5% et 1% de NaCl. Les auteurs
pensent que le NaCl augmente la perméabilité de la membrane cellulaire et facilite donc
I'approvisionnement de la cellule en précurseurs de I'antibiotique (Okazaki et al., 1973).
Certains composés naturels, tels les extraits de viande ou de levure, peuvent contenir des
concentrations trés appréciables en NaCl.

Les oligoéléments (Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Mo), cofacteurs de la croissance des

microorganismes, sont nécessaires a des concentrations trés faibles (environ 10'7 M), pour
la production des antibiotiques. Le manganeése, le fer et le zinc sont les ions métalliques les
plus importants. Thayer et al. (1985) ont montré que le Fep(SO4)3 et le MnClo stimulent la

production de la monensine par S. cinnamonensis. Ninet et Verrier (1960) ont montré que
les éléments Zn, Fe, Cu et Mn avaient une influence sur la proportion des différents types
de spiramycines produites par S. ambofaciens.

6.4.- Facteurs génétiques

Les génes responsables de la biosynthése, de la régulation et de la résistance aux
antibiotiques, sont organisés dans une méme région sous forme de clusters. Ces derniéres
années, plusieurs clusters ont été isolés et identifiés a partir d’actinomycétes producteurs
d’antibiotiques (surtout chez les Streptomyces). Par exemple, le cluster qui dirige la
biosynthése de la prodiginine (antibiotiques rouges tripyrols, produits par plusieurs espéces
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et genres d’actinomyceétes et d’autres bactéries), a été identifié pour la premiéere fois par
Rudd et Hopwood (cités par Stanley, 2006). Mo et al. (2008) ont signalé que le méme géne
dirige la biosynthése de la streptorubine B chez Streptomyces coelicolor. Un deuxiéme
exemple particulierement intéressant, le cluster qui dirige la biosynthése de la tylosine chez
S. fradiae, contient au moins 5 génes de régulation de la biosynthése de cet antibiotique,
certains de ces génes encodant pour des protéines de régulation (Bibb, 2005).

Reeves et al. (2004 et 2006) ont signalé que la surproduction de I'érythromycine par
Saccharopolyspora erythraea et Aeromicrobium erythreum est réalisée par l'inactivation
du géne qui code pour la biosynthése de la méthylmalonyl-CoA mutase. Au cours de la
biosynthése des avermectines (antiparasitaires), deux unités de démarrage sont utilisées:
I'isobutyryl-CoA et la 2-méthylbutyryl-CoA, qui sont produits par la dégradation des acides
aminés ramifiés, l'isoleucine et la valine. L'inactivation du géne qui encode pour I'enzyme
a-céto-acide-déshydrogénase conduit a I'arrét de la production des avermectines (Cropp et
al., 2001; Wei et al., 2006).

6.5.- Taux de croissance

Une bonne production d’antibiotiques est, la plupart du temps, associée a un faible taux
de croissance. Les antibiotiques sont produits généralement dans la phase stationnaire
des microorganismes, c'est-a-dire, lorsque le taux de croissance atteint une valeur de seuil
souvent faible ou nulle (Gray et Bhuwapathanapun, 1980; Trilli et al., 1987). C’est le cas

de I'acide clavulanique qui est produit a des taux de croissance inférieurs a 0,005 h'1 alors

qu’il n’est pas produit a des taux plus élevés (0,1 h'1) (Roubos et al., 2001). Cependant,
dans quelques cas, comme ceux de la synthése d’érythromycine par S. erythraeus (Trilli et
al. 1987) ou de la chlortétracycline par S. aureofaciens (Sikyta et al. 1961), la production
d’antibiotiques en chemostat augmente avec le taux de croissance.

7.- Purification et détermination des structures chimiques des
antibiotiques

7.1.- Purification

Avant d’entamer la purification des antibiotiques ou d’autres substances naturelles, une
étape d’extraction est indispensable. A I'issue de la fermentation, les antibiotiques sont
présents a des concentrations faibles dans un mélange polyphasique complexe comprenant
les cellules et de nombreux métabolites. Une extraction liquide-liquide est donc effectuée
a l'aide de solvants organiques non miscibles avec 'eau et de polarités différentes. Cette
extraction présente une opération de purification partielle.

Par la suite les extraits bruts obtenus sont traités par chromatographie, soit sur papier
(CP) ou sur couche mince (CCM), ou encore sur colonne a basse pression et/ou a haute
pression (HPLC).

Aprés la séparation des différentes fractions, des révélations microbiologiques
(antibiographies et bioautographies) et chimiques sont réalisées afin de repérer les
différents antibiotiques et avoir certains informations sur leur nature afin de faciliter leurs
purifications.

Un exemple de protocole général de purification des antibiotiques est illustré par la
figure 3.
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La purification totale de nombreux produits, y compris des isoméres d’'un mélange
complexe, est rendue possible grace a la performance de la chromatographie liquide a haute
performance (HPLC).

Cinétique de production en milieux liquides
deétermination du jour optinal de production

Production des antibiotiques en
grandas quantités

Centrifugation
ou filtration

Filtrat de culture

Lavage avec H,O

xtraction avec 1 ou plusieurs
solvants organiques adequats

Antibiographie

-
-
-
g

Extraction au
méthanol

Antibiographie

N
X
A

Phase organique

Filtration et Déshvdratation au

Préparative

Chromatographis
(couche epaisse)

sur plaques de gel de
silice

Désorption au méthanol et
iltration

Purification finale

i Antibiotiques
par HPLC

semi-purifiés

Analyses spectroscopigues:
(UV-V, IR, Masse, RMN du H &t
du C13)

Figure 3.Protocole général de production, d’extraction,
de purification et de caractérisation des antibiotiques.

* La _chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

C’est une technique de séparation analytique et préparative en fonction de
I'nydrophobicité des molécules d'un composé ou d’'un mélange de composés.

L'échantillon a analyser est poussé par un liquide (phase mobile) dans une _colonne
remplie d'une phase stationnaire de fine granulométrie.

Les solvants utilisés sont des combinaisons miscibles d'eau et de divers liquides
organiques (alcools, acétonitrile, dichlorométhane). La composition de la phase mobile peut
souvent étre modifiée au cours de l'analyse, c'est le mode dit "gradient" (en opposition au
mode "isocratique", pour lequel la composition de la phase mobile reste la méme tout au
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long de I'analyse).Les phases liquides les plus utilisées sont les mélanges méthanol-eau
et acétonitrile-eau.

L'HPLC peut étre utilisée en phase normale ou en phase inverse selon le type de
colonnes. Les colonnes en phase normale possédent une phase stationnaire polaire
et acide (ex.: colonne a base de gel de silice) et servent principalement a séparer des
composés polaires.

Les colonnes en phase inverse possédent une phase stationnaire composée
majoritairement de petites particules de silice surlesquelles ont été greffées des fonctions
chimiques, le plus souvent des chaines alkyles a 8 (colonne C8) ou 18 (colonne C18) atomes
de carbone. Cette phase est dite "inverse" car de polaire et hydrophile (sans les "greffes"),
la phase devient apolaire et hydrophobe. Les colonnes C18 sont utilisées trés souvent pour
la purification des antibiotiques (Zitouni, 2005; Lamari, 2006).

7.2.- Détermination des structures chimiques des antibiotiques

La caractérisation des structures chimiques des antibiotiques est le résultat de combinaison
de plusieurs données obtenues par différentes analyses, principalement spectroscopiques
(UV-Visible, Infra Rouge, masse et RMN du H et du C13), mais aussi chimiques,
physicochimiques et chromatographiques.

7.2.1.- Spectroscopie UV-Visible

Les mesures sont réalisées dans I'UV (190 a 400 nm) et/ou dans le visible (400 a 800 nm).

Cette technique permet d’identifier la classe de I'antibiotique inconnu par comparaison
avec les spectres d’absorptions connus et répertoriés. Elle permet aussi de détecter les
composés aromatiques (absorption entre 240 et 260 nm), les polyenes (absorption entre
291 et 405 nm) (Dinya et Sztaricskai, 1986) et les substances insaturées (et aussi colorées)
dont certaines absorbent méme dans le visible.

7.2.2.- Spectroscopie Infra Rouge

Les absorptions dans I'Infra Rouge permettent de déterminer la présence de groupements
et de fonctions dans une substance inconnue (CH3, CHp, CH, OH, NHo, NH, CHO, COOH),

d’aromatiques, etc., et ce, a I'aide des tables de corrélations (Williams et Flemming, 1989).

7.2.3.- Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est une technique physique d' _analyse permettant de
détecter et d'identifier des molécules d’intérét par mesure de leur _masse mono-isotopique
. De plus, la spectrométrie de masse permet de caractériser la structure chimique des
molécules en les fragmentant. Son principe réside dans la séparation en phase gazeuse de
molécules chargées (ions) en fonction de leur rapport masse/charge (m/z).

Il existe différentes méthodes d’ionisation. Les plus utilisées pour I'étude des
antibiotiques sont l'ionisation chimique (IC), I'ionisation par bombardement rapide des
atomes (FAB), 'impact électronique et I'électrospray (Deshayes et al., 1989).

7.2.4.- Résonance magnétique nucléaire
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La résonance magnétique nucléaire (RMN) est un phénoméne par lequel un _noyau de

I'atome considéré absorbe les _rayonnements électromagnétiques d'une _fréquence

spécifique en présence d'un fort _champ magnétique .

Un spectre RMN se présente sous forme de pics caractérisant les déplacements
chimiques (exprimés en ppm) et les constantes de couplages des protons ou des carbones.
Le nombre de signaux et la valeur du déplacement chimique correspondant permettent
d'identifier le nombre et la nature des groupes de protons et des carbones équivalents (en
utilisant des tables de corrélations). L'intensité des signaux est proportionnelle au nombre
du proton et la forme de chaque signal renseigne sur le nombre de protons voisins du
proton étudié. La structure chimique des antibiotiques et autres composés peut ainsi étre
déterminée par RMN du proton et du carbone 13.

8.- Antibiotiques sécrétés par Saccharothrix algeriensis NRRL
B-24137

La chromatographie sur couche mince de I'extrait brut au dichlorométhane du filtrat de
culture de Sa. algeriensis (provenant du milieu complexe ISP2), en utilisant le systéeme de
solvant "acétate d’éthyle-méthanol”, a révélé la présence de deux taches visibles a I'ceil nu,
de couleur jaune vif, nommées AJ et PS, actives contre les bactéries, les champignons et
les levures. Aprés analyse par HPLC, AJ s’est révélé étre constitué par un seul antibiotique
et PS, par un complexe de six antibiotiques nommés PSA, PSB, PSC1, PSC2, PSD et PSF
(Zitouni, 1995; Lamari, 2006).

Aprés la purification finale par HPLC préparative et la réalisation des analyses
spectroscopiques nécessaires, ces auteurs ont déterminé la structure chimique des 7
molécules. Ces antibiotiques appartiennent au groupe des dithiolopyrrolones (hétérocycles
soufrés et azotés). L'antibiotique majoritaire AJ est identifié a la thiolutine (syn. acétyl-
pyrrothine, acéto-pyrrothine, farcinicine) et un second a l'isobutyropyrrothine. Cing autres
molécules se sont révélées étre de nouveaux antibiotiques (Lamari, 2002a,b et 2006). La
structure chimique de ces antibiotiques est donnée par la figure 4. Sa. algeriensis est le seul
taxon de Saccharothrix a produire des antibiotiques de la famille des dithiolopyrrolones.

R= CH; Thiolutine (AT).

F= CH(CH:: Iso-butyryl-pyrrothine (PSC1).
= (CH:p-CH: Butanovyl-pyrrothine (PSC2).
= CH=C(CH:): Senecioyl-pyirothine (PSA).
= (C{CH:;=CH(CH:) Tiglovl-pyrrothine (PSB).
= (H;s Benzovl-pyrrothine (PSD).

= (CH:;=CH/CH;CH:) Pentanov] pvirothine (PSE).

Figure 4. Antibiotiques du groupe des dithiolopyrrolones
synthétisés par Sa. algeriensis (Lamari, 2002a,b et 2006).

IV.- LES ANTIBIOTIQUES DU GROUPE DES
DITHIOLOPYRROLONES
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1.- Définition et classification

Les dithiolopyrrolones sont des dérivés d’'un hétérocycle caractérisé par la présence
d’'un noyau appelé dithiolopyrrolone (pyrrolinodithiole, pyrrolinonodithiole ou encore
pyrroloisothiazole) de type 1,2-dithiolo-[4,3-b] pyrrol-5(4H)-one. Leur structure bi-cyclique
est composée de deux cycles accolés de cing atomes chacun: un cycle dithiole (contenant
deux atomes de soufre) et un cycle pyrrole qui porte des radicaux reliés a I'azote n° 4 et
alazoten°7.

Plusieurs structures ont été décrites dans le groupe des dithiolopyrrolones, mais deux
groupes sont principalement distingués, selon la nature du groupement lié a I'azote n° 4:
les holothines liées avec un H et les pyrrothines liées avec un CH3 (Stachel et al., 2002).

Les différents dérivés appartenant a ces deux groupes de dithiolopyrrolones difféerent entre
eux par la chaine latérale liée a I'azote n° 7.

La figure 5 montre la structure générale des dithiolopyrrolones.

0
)‘k /H
R1 >N

M
/-‘. 3
R2

Figure 5. Structure générale des dithiolopyrrolones.
R2 = H (holothines) ou CH3 (pyrrothines) et R1 variable selon les dithiolopyrrolones.

2. - Propriétés physico-chimiques et spectroscopiques des
dithiolopyrrolones

Les propriétés physico-chimiques et spectroscopiques de quelques dithiolopyrrolones sont
résumeées dans le tableau 5.

Les spectres UV-Visible montrent trois maxima d’absorption caractéristiques a des
longueurs d’'ondes comprises entre 203 et 219, 287 et 311 et 386 et 406 nm. Ces maxima
d’absorption sont caractéristiques du noyau pyrrolinonodithiole.

Les spectres en Infra Rouge font apparaitre plusieurs maxima d’absorption
correspondants aux différents groupes fonctionnels des dithiolopyrrolones, c’est-a-dire,

deux liaisons amides et deux liaisons C=C. Les maxima d’absorption entre 1530-1553 cm'1

et entre 3205-3280 cm'dI correspondent a des liaisons NH. Deux bandes C=0 sont visibles
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entre 1633-1661 cm'1 et 1645-1680 cm'1. Par ailleurs une bande entre 1575-1600 cm'1

traduit la présence de liaisons C=C.

Les spectres de masse des dithiolopyrrolones obtenus par impact électronique
présentent un pic caractéristique a m/z =172 ou 186 correspondant a la molécule aprés la
perte du groupement acyl lié par une liaison amide a I'azote n° 7. Ce fragment caractéristique
correspond a la pyrrothine (m/z = 186) qui contient un CH3 lié a I'azote n° 4 ou a I'holothine

(m/z = 172) qui contient par contre un H lié a cet azote.

Thiolutine Senecioyl- Tiglovl- Butanoyl- Holomycine | Propiomyl-
pyrrothine pyrrothine pyrrothine holothine
Couleur Jaunz Jaunz-Oranga Jaunz-Oranga Jaunz Jaunz Jaunz
Fonnule CsH:M20252 CuHiN20282 CuHiN2025z2 CroH 12120282 CHsN20252 CsH:N20252
chimique
Solubilité
- soluble M1=0H, EtOH, M=0H, CH:CL, | M=0H, CHiCL, M=0H, CH:Cl:, | M=0H EtOH, | M=0H,
CH.Cl CHCL, DW50, | CHCL, DMS0 CHCL:, DMS0 CH:(Clz, CH2Cl,
CHCL, aestons, | MaaCO, Hal, CHCL:, DMS0, | CHCL,
CH:COOH, EtDAe, CH:CN acstons DRISO
DnIS0
_ . H0 Wax(0, H2l, Wax(0, HxJ, WaxC0, H2O, - MazCO, H20,
e EtQAc. CHECN | EtDAc, CHSCN | EtDAc. CHsCN e
zoluble o, - e, - EtDAc, H:CH
-peu soluble Ether, banzénz | Hexans Hexans Hezxans Ether, benzéne, Haxana
a insoluble hexans hexans
UV dans le 250 (3,800, 311 302 3,87, 402 30 B3, 40 308 3,700, 389 246 (3,81), 302 246 3,890,
MeOH: . max (2.73), 388 (3.97 1.98) (2.93 (3,49, 388 302
4.04) 4.0%) (3,63), 388
en nm (log £) 418

Tableau 5. Données physicochimiques et spectroscopiques de quelques
dithiolopyrrolones (d’aprés Celmer et Solomons, 1955; Lamari et al., 2002a,b).

Note: MeOH (méthanol), EtOH (ethanol), CH2Clo (dichlorométhane), CHCI3
(chloroforme), CH3COOH (acide acétique), Me2CO (acétone), EtOAc (ethyl-acetate),
CH3CN (acétonitrile), DMSO (diméthylsulfoxyde), CDCl3 (chloroforme deutérié) et KBr
(bromure de potassium); EI-MS (masse en impact éléctronique).

3.- Microorganismes producteurs de dithiolopyrrolones

Les dithiolopyrrolones sont connues pour étre produites par les espéces appartenant a
quatre genres de microorganismes:

Quelques espéces de Streptomyces (Celmers et Solomons, 1955; 1963; Yamagishi et
al., 1971; Juhl et Chark, 1990; Naik et al., 2001).

Quelques espéces de Xenorhabdus, Enterobacteriaceae vivant en symbiose avec
certains nématodes pathogéenes d’insectes nuisibles dans I'agriculture (Mc Inerney et
al., 1991; Isaacson et Webster, 2002; Webster et al., 2002).

une bactérie marine, Alteromonas rava (Shiozawa et al., 1993).

Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137, qui représente la premiére souche
d’actinomycete autre que Streptomyces pouvant produire des antibiotiques de ce
groupe (Lamari et al., 2002a,b).

Une liste des microorganismes producteurs de dithiolopyrrolones est donnée dans le
tableau 6.
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La thiolutine et I'auréothricine ont été isolées la premiére fois a la fin des années 1940
et au début des années 1950, a partir de différentes souches de Streptomyces albus et
S. kasugaensis,respectivement (Umezawa et al., 1949; Tanner et al., 1950). Leur structure
chimique a été déterminée pour la premiére fois par Celmer et Solomons en 1955. Par la
suite, elles ont été isolées a partir d’autres espéces de Streptomyces: S. celluloflavus, S.
Kasugaensis, S. luteoreticuli, S. pimprina et S. thioluteus (Yamagishi et al., 1971; Furumai
et al., 1982).

Plusieurs autres dithiolopyrrolones telles que I'holomycine, I'isobutyropyrrothine et les
xénorhabdines furent isolées de certaines espéces de Streptomyces citées précédemment,
mais aussi de S. cyanoflavus, S. griseus et S. clavuligerus (Seneca et al., 1952; Celmer et
al., 1952; Eisenman et al., 1953; Ettlinger et al., 1959; Bhate et al., 1960; Von Daehne et al.,
1969; Yamagishi et al., 1971; Okamura et al., 1977) ou de bactéries non mycéliennes telles
que Xenorhabdus bovienii, X. luminescens et X. nematophilus (Mc Inerney et al., 1991; Li
et al., 1996; Forst et Nealson, 1996 et Webster et al., 2002).

Les thiomarinoles (A a G) sont d’autres dérivés plus complexes de dithiolopyrrolones,
isolés a partir de la bactérie marine Alteromonas rava (Shiozawa et al., 1993; Shiozawa et
Takahashi, 1994). La figure 6 montre la structure du thiomarinole A.
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Dithiolopyrrolones Formule et PAL R, B Ezpeces productrice Eeferences
Prmothine CH 05, CH; H-N-H Str=ptoamyoas 5o Furumai ef af, 1982; Oliva er af, 2001,
PMLL 186
Thiolutina {fa ; acstvl-pymothina, * CH; H-N-CO-CH, wrenr, 5 celiuigffauer,
acato-pyothine, fercimicing). na, 5. hosugeencis, S
Ansaothricine (2 propionyl- CH;
prmothine, propio-prmothing
2001
CH; H-N-CO-CHIC] Bhata eral, 1560; Lamani ef ai, 200225,
TH; A CO-CH O Hs Teme & @, 2001an, Wemi= & 4,
accharotirix 2
TH: HR-CO-CE=CICH: Tema o @i, 100020,
TH: BN COCICH, FCHCH) Temm o o, 300020,
TH, BN COCH: Taman, 2008,
TH, HRCOCH, CHCH. ), T, Westzr & al,
Buramgyi-mararhiing
Eanzrrabding I (BVIL: Revanoyl- CH; HN-LCO-CHLLH; Me Tnemeay er af., 1921; Paik or ai, 2001
Wibator ar ai., 2001
HN-H-CO- Lamari 2008,

CiCH ) CH{CH.CH.)

ENLCO-(CHy);-CHACEL )

Xl Insmay or ai., 1

1; Paik ar i, 2001;

X Wiabater ar al,
ANCOCH; Strepta PEED1, 5. |Enlimz=eral.
I D= 1z Fusntz e
H-N-CO-CH.-CH, Sregpromoss PEEI1 (2t mussl syothetiza | Oleamuers er af, 19
chimiguemant),
Hemorhahdine I{sm | haxanoyl- HN-CO-{CH.)s-CH; Hensrhabdis Li et al,
holothina) Wabster et ai
Xeawrkidvod (dérivé de Ia H-N-CC-{CH:).-CH: sform ation chimig Iz Insmey af

i

oviabdine J).

Hénothahdins L

Xénorkabding I

HRCO-C

“H-CH; )

Kenorkabdus nem:
X inescens, X

WIc Inemay er ai
Wihator at ai,

1; Paik et al, 200L;

H-1-CC-{CH:):-CH; Kenorkabdus nemars) c Inamay = ai, 1; Wabatar & ai,
2
CH; X-CHD Srreptonoss 3p. “on Dashns er ai, Laxkin at
gue FD 5445 Lachavalisr, 1284,
A atigus VD 348 H-N-CHO Srreptoncas Lazkir ot Lachavalizs, 1984,

Thismarinsis A

HNCOC, Ha0-

Alfreramonas rava.

Shiozawa & ai.,
Takzhashi, 192

HNCOC,Ha0;

Alteromonas rava.

Shiozawa st al.,

Thiomarinois C

HNLOC H,0;

Altaromonas rava,

Shiczawaer af.,

Thicmarinsle I

HF-COCyeHg0-

Alreromonas rava.

Shiozawa ef al., 1987,

Thigmaringis E

ENCOC, He0-

Alfersmenas raa,

Shiczzraef ai., 1907,

Trismarincie F

HNCOC, H,0-

Alreromonas o

Shiozawa ef al., 19

Thismarinsie G

DML 624

HH-COC,: a0z

Alteramonar raa,

Shiczzra s ai.,

Tableau 6. Différentes dithiolopyrrolones sécrétées par les microorganismes

OH

OH




Chapitre | : Revue bibliographique

Figure 6. Structure d’une dithiolopyrrolone complexe: le thiomarinole A.

4.- Spectre d’action des dithiolopyrrolones

Les dithiolopyrrolones possédent un spectre d’action assez large, qui touche les bactéries
(a Gram positif et a Gram négatif), les levures, les champignons microscopiques et méme
les protozoaires et les insectes (Cole et Rolinson, 1972; Webster et al., 2002). L’activité
antagoniste des dithiolopyrrolones a été mise en évidence par plusieurs chercheurs:
Gopalkrishnan et Jump (1952), Lewis et Michener (1954), Li et Webster (1995), Zitouni
(1995), Yang et al. (1998), Yang et al. (2001), Merrouche (2000), Oliva et al. (2001),
Meklat (2004) et Lamari (2006). Cependant, I'utilisation des dithiolopyrrolones dans la
lutte contre les bactéries pathogénes est limitée par leur forte toxicité, tout comme les
anthracyclines (Niemi, 1995). Les microorganismes inhibés par la thiolutine ou par d’autres
dithiolopyrrolones sont cités dans le tableau 7.

Les dithiolopyrrolones possédent d’autres activités importantes, comme [I'activité
anticancéreuse qui a été mise en évidence depuis les années 1990. D’aprés les travaux de
Minamiguchi et al. (2001), la thiolutine inhibe I'adhésion de certaines cellules endothéliales
(Human Umbilical Veines Endothelial Cells) a la vitronectine. Ainsi, la thiolutine supprime
'angiogénie induite par les tumeurs in vivo ce qui lui confére une activité antitumorale.
Par ailleurs, de nombreuses dithiolopyrrolones sont cytotoxiques pour certaines lignées
cellulaires cancéreuses, en particulier les cellules cancéreuses du colon, du cerveau et du
sein (Webster et al. 2000). En outre, les activités anticancéreuses, tout comme les activités
antimicrobiennes, s’avérent dépendantes de la nature des radicaux.
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Microorgamsmes-cibles

Bactéries a Gram positif

Bacillus subiilis, Clostridium p., Micracoccus luteus, Mycobacieriumplisi,
M tuberculosiz, Staplnlococcus awreus, Sirepiococcus pyogenss et

Enterococus faecalis.

EBactéries a Gram négatif

Aerobacter asrogenes, Alcaligenes fascaliz, Bordetella pertussiz, Erwinia
antiovora, Escherichia coli, Basmophilus nfluenazs, Nelsseria catarrhalis,
N gomorvhosge, N meningifidiz, Proteus mirabiliz, P. vulgaris,
FPooudomonas asrughwsa, P. fluorescens, Salwonslla paradphi, 5.
schotimmlleri, 5. phi, 5. hphimpium, Shigella dvsonteriae. Sh. sonnei,

Vibrio choleras, Klebsiclla prowmonias et Serrafia marcescans.

Champignons filamenteux
ou levuriformes pathogenes

pour Phomme

Blastonnees dermatitidis, Condida albieans, C. kgfir, C. wilgaris,
Cripiococcus neafbrmas, Endonpces albicans, Epidermopiyion floccosum,
Microsporon auwdouini, M fubmm, Mcor romowiowms, Rhodotorula

mucilaginosa, Trichoplyion mentgropinass, et I rubrum.

Champignons filamenteux
phytopathogenes

Botetis cinsrsa, B. fabas, Cercospora arachidicela, Chastomium globosum,
Fusarium culmorum, F. graminagrum, F. oysporem £ . albedinis, F.o.
ciceri, F. 0. lontis, F:o. lini, Fo. keopersici, Myrothecium verracaria,

Peronospora tabacina, Plndaphiora bochmeriae, P. cimareni, P. mjgsims,

Pilasmopora viticola, Puccinia recondita, Pyricularia oryzae, Pythium
ultizaem, P. irregulare, Rhizocionia solami, Venturia inasgualis, Verticillium

albo-airim et Aspergillus niger.

Champignons filamenteux | Penicillium notwum, P. pwrpursum, Rhizopus nigricars, Saccharowmycss

et lévuriformes non cergvisizs, Khnyveronnees lactis,

pathogénes

Protozoaires parasites pour | Emvampsba histolwica, Hisoplasma capsulaum, Leishmania donovani, L.

I’homme tropica, Sporotrichum schenkfdi, Trichomonas fats et Tnpawosoma cruzi.

Larves etinsectes Heliothis puncitigera et Lucilia sericata.

Tableau 7. Liste des microorganismes inhibés
par les dithiolopyrrolones (liste non exhaustive).

Note:

Liste établie d’apres, Gopalkrishnan et Jump (1952), Lewis et Michener (1954), Li et
Webster (1995), Yang et al. (1998), Yang et al. (2001), Oliva et al. (2001), Webster et
al. (2002) et Lamari (2006).

I'activité est généralement trés forte contre les bactéries a Gram positif, forte contre
les champignons, moyenne a forte contre les levures et moyenne, faible a nulle
contre les bactéries a Gram négatif (selon les dithiolopyrrolones testées).

Li et al. (2007) ont ainsi montré que la présence d’'un groupement aromatique sur
'azote du noyau pyrrolone (n° 4) et sur la liaison amide exocyclique entraine une
cytotoxicité accrue contre les cellules cancéreuses du sein, du foie et des poumons. De tels
composés dithiolopyrrolones ont été synthétisés et montrent des activités anticancéreuses
prometteuses a la fois in vitro et in vivo.
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De plus, les dithiolopyrrolones inhibent les allergies (Stahl et al.,1988) et I'agrégation
des plaquettes (Ninomiya et al.,1980). Enfin, il a été rapporté que les dithiolopyrrolones ont
la capacité de stimuler la production des globules blancs. Ces composés pourraient donc
étre utilisés pour la prévention et le traitement des infections associées au virus du sida (VIH)
et des maladies sanguines ou comme médicaments auxiliaires pour limiter la décroissance
des globules blancs lors des radiothérapies et chimiothérapies (Guo et al.,2008; Guoping
et Quanhai, 2009).

5.- Mode d’action des dithiolopyrrolones

Le mode d’action de la thiolutine et de I'holomycine a été étudié par plusieurs chercheurs.

L'action de la thiolutine a été démontrée chez les procaryotes, comme Escherichia
coli(Sivasubramanian et Jayaraman, 1976 et 1980; O’Neill et al., 2000), Salmonella
typhimurium (Joshi et al., 1982) et Staphylococcus aureus (O’Neill et al., 2000) et chez les
eucaryotes, comme Saccharomyces cerevisiae (Herrick et al., 1990; Adams et Gross, 1991;
Lee et al., 1996; Webster et al., 2002). L'action principale de la thiolutine concerne surtout
'ARN messager et la synthése des protéines. Cet antibiotique, & des concentrations qui
varient entre 5 et 40 pg/mL, inhibe la synthése de la 3-galactosidase et I'élongation de 'ARN
messager (Khachatourians et Tipper, 1974a,b). La thiolutine empéche aussi d’'une fagon
réversible la synthése de ’IARNm chez Saccharomyces cerevisiae a des concentrations
inférieures a 2 ug/mL (Jimenez et al., 1973). En revanche, cette synthése est bloquée
immédiatement, et d’une fagon irréversible, a des concentrations comprise entre 2 et 4
Hg/mL et le blocage de la synthése protéique se fait aprés 20 min (Webster et al., 2002).
La thiolutine peut agir aussi sur la membrane plasmique de certaines bactéries avec pour
conséquence, 'empéchement de I'entrée de certains composés du milieu, comme l'uridine
exogeéne, a l'intérieur des cellules de Salmonella typhimurium (Joshi et al., 1982), ou du
glucose et d’autres sources carbonées a I'intérieur des cellules d’Escherichia coli (Bergman,
1989).

Pour I'holomycine, Oliva et al. (2001) ont montré que cet antibiotique inhibe la synthése
de I'ARN chez Escherichia coli, mais que cette inhibition peut étre une conséquence
secondaire de l'inhibition de I'amino-acylation de ’ARNt. En revanche, cet antibiotique n’a
pas d’activité contre les microorganismes eucaryotes, tels Saccharomyces cerevisiae et
Candida kefyr.

6.- Biosynthése et synthése chimique des dithiolopyrrolones

6.1.- Biosynthése des dithiolopyrrolones

Peu d’études ont été effectuées sur la voie de biosynthése des dithiolopyrrolones. Les
informations sont données généralement sous forme d’hypothése, comme le montre la
figure 7.

Le noyau de base des dithiolopyrrolones proviendrait de la condensation de deux
cystéines et de la cyclisation de la cystine (Adelberg et Rabinovitz, 1956; Ettlinger et al.,
1959; et Ellis et al., 1977). Ces auteurs soulignent qu’aprés formation du noyau pyrrothine,
une acétylation de ce noyau a l'aide de I'acétyl-CoA conduit a la formation de la thiolutine.
Furumai et al. (1982) ont montré que I'accumulation de la cystine chez Streptomyces
kasugaensis aboutirait a la formation du noyau pyrrothine, et une réaction de ce noyau avec
le propionyl-CoA conduirait a la production de I'auréothricine (propionyl-pyrrothine). Ces
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mémes auteurs pensent que les génes responsables de cette biosynthése sont d’origine
chromosomique. De la Fuente et al. (2002), étudiant la biosynthése de I'holomycine dans
des extraits cellulaires de mutants de S. clavuligerus, mettent en évidence I'existence d’'une
activité enzymatique catalysant I'acylation de I'holothine avec de 'acétyl-CoA.

Des travaux récents réalisés par Chorin et al. (2009) ont montré la présence dans
I'extrait cellulaire de Sa. algeriensis d’une activité enzymatique qui catalyse 'acylation du
noyau pyrrothine sur 'azote n°7 en utilisant des acyls-CoA comme donneurs de groupement
acyls, plus particulierement, l'acétyl-CoA et le benzoyl-CoA qui sont respectivement
les substrats d’'une activité enzymatique pyrrothine N-acétyltransférase et pyrrothine N-
benzoyltransférase.

Des travaux plus récents réalisés par Li et al. (2010) et Huang et al. (2010) ont identifié
le groupe de génes qui dirige la biosynthése de I' holomycine dans 'ADN génomique de
S. clavuligerus.

6.2.- Synthése chimique des dithiolopyrrolones

En raison de la possibilité de [l'utilisation des dithiolopyrrolones dans les domaines
agronomique et médical, ou elles ont montré des activités intéressantes, de nombreuses
recherches sont consacrées a trouver de nouvelles formes de dithiolopyrrolones par
synthése chimique.
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Figure 7. Hypothese de la biosynthese de la thiolutine (acétyl-pyrrothine) et de
l'auréothricine (propionyl-pyrrothine) a partir de la condensation de deux cystéines
(d’aprés Furumai et al. 1982). Me = groupement méthyl et Et = groupement éthyl.

Les premiers essais ont été réalisés par Schmidt et Geiger en 1963 qui ont pu
synthétiser la thiolutine et I'hnolomycine (Blchi et Lukas, 1964). Par la suite, plusieurs
analogues autres que la thiolutine et I’holomycine (I'auréothricine, la xenorhabdine |, la
benzoyl-pyrrothine et des dérivés de thiomarinols) ont été synthétisés par des voies de
synthéses complexes (7 étapes au moins) par plusieurs chercheurs (Blchi et Lukas,
1964;Hagio et Yoneda, 1974; Ellis et al., 1977; Khan et al., 1999; Schachtner et al.,
1999; Pregnolato et al., 2000; Seepersaud et al., 2002; Elgazwy, 2003; Stachel et al.,
2003a,b; Hjelmgaard et al., 2007). Des voies de synthése simplifiées permettant par ailleurs
de multiplier les composés synthétisés ont été rapportées plus récemment (Hjelmgaard
et al.,2007; Li et al.,2007; Marion, 2009). Les travaux de Hjelmgaard et al. (2007)
fournissent ainsi une voie de synthése en six étapes permettant de synthétiser différentes
dithiolopyrrolones (R1 = H, R2 variable) gréce a I'acylation de l'intermédiaire holothine a
I'aide de chlorures d’acyle. La voie de synthése en six étapes de Li et al. (2007) permet
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quant a elle de diversifier a |a fois les radicaux R1 et R2 fixés sur le noyau pyrrolinonodithiole
mais nécessite 'usage de I'acétate de mercure, compose a la fois toxique et polluant. Chorin
et al. (2009) ont réalisé la synthése chimique de la pyrrothine (90 mg) par adaptation du
protocole décrit par Hjelmgaard et al. (2007).

7.- Régulation de la biosynthése des dithiolopyrrolones

44

La régulation de la biosynthése des dithiolopyrrolones a été étudiée par certains auteurs.
Sturdikova et al. (1990) ont montré que la L-méthionine et la DL-éthionine provoquent une
baisse de la production de I'auréothricine et de la thiolutine chez S. kasugaensis. Plusieurs
travaux ont été réalisés sur la régulation de la production des dithiolopyrrolones par Sa.
algeriensis, soit par I'influence de la nature de milieu de culture (Bouras, 2005; Lamari, 2006;
Strub 2008), soit par I'ajout de précurseurs (Bouras, 2005; Lamari, 2006) ou encore par voie
enzymatique (Chorin, 2009).

7.1.- Régulation par la nature du milieu de culture

Des études approfondies des grandes caractéristiques de la nutrition et de la croissance de
Sa. algeriensis en milieu liquide ont été réalisées pour permettre de dégager I'importance
des différents facteurs nutritionnels du milieu de culture dans la régulation de la production
des dithiolopyrrolones (Bouras, 2005; Lamari, 2006; Strub 2008).

Bouras (2005) a mit au point un milieu semi-synthétique (SS) qui a permis une bonne
croissance et une production significative des dithiolopyrrolones. La composition du milieu
SS est donnée dans la page 54 paragraphe 2.1.

Lamari (2006) a réalisé une étude comparative entre des milieux complexes (ISP2,
GYEA et Bennett) et le milieu SS. Le résultat obtenu par cet auteur montre une bonne
production des dithiolopyrrolones dans le milieu ISP2 additionné de CaCOg3. Le carbonate

de calcium ajouté a une concentration de 5 g/L favorise a la fois la croissance et la production
des dithiolopyrrolones. Cet effet est probablement attribuable a son pouvoir tampon qui
empéche I'acidification au cours de la fermentation et a sa capacité de séparer les pelotes
de mycélium, ce qui favorise les transferts de matiére (Lamari 2006). Cependant, il rend
la détermination de la masse séche bactérienne plus laborieuse. Les milieux SS et ISP2
contiennent le glucose et I'extrait de levure. Le glucose s’est avéré étre une meilleure source
de carbone pour la production des dithiolopyrrolones par Sa. algeriensis que les dextrines
et 'amidon (Lamari, 2006). Enfin I'extrait de levure ajouté a une concentration de 2 g/L est
nécessaire a la croissance et a la production des antibiotiques par Sa. algeriensis (Bouras,
2005; Lamari, 2006).

Par la suite, Strub (2008) a utilisé le milieu SS avec quelques modifications pour faciliter
a la fois la détermination de la matiere séche (MS) et le travail en fermenteur. La composition
chimique du milieu SS est conservée, mais le carbonate de calcium a été remplacé par du
MOPS (acide 3-(N-morpholino) propansulfonique) a une concentration de 20 g/L. Ce milieu
a stimulé la croissance de Sa. algeriensis (obtention de 2 g/L et de 2,25 g/L de MS apreés
50 a 150 h de culture respectivement).

Différents milieux synthétiques ont été testés pour la croissance de Sa. algeriensis
(Strub 2008). Leur composition est celle du milieu SS-MOPS mais I'extrait de levure a été
substitué tour a tour par des acides aminés, des bases azotées et des oligoéléments. En
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effet, sans extrait de levure (milieu SS-ELneg) la croissance de Sa. algeriensis s’avére trés
faible: la MS est inférieure 2 0,5 g L'1 aprés 150 h de culture.

L'ajout d’acides aminés au milieu SS-ELneg a permis d’améliorer la croissance par
rapport a un milieu sans extrait de levure. La croissance est également meilleure sur un
milieu sans extrait de levure, s'il est supplémenté en bases azotées. Enfin, seul I'ajout
d’oligoéléments au milieu SS-ELneg permet d’égaler le poids sec maximal obtenu sur milieu

SS-MOPS (2,25g L.

Enfin Strub (2008) a rapporté que la production des dithiolopyrrolones n’est pas
complétement découplée a la croissance. Les résultats obtenus par cet auteur montrent
que la concentration de la thiolutine produite par Sa. algeriensis sur le milieu SS-MOPS est
maximale (32 mg/L aprés 40 h de fermentation) a l'issu de la phase de ralentissement de
la croissance.

7.2.- Régulation par les précurseurs

L'effet de I'ajout des précurseurs, plus particulierement des acides aminés et des acides
organiques, a été étudié, afin de mieux connaitre les parameétres nutritionnels qui influencent
la biosynthése des dithiolopyrrolones (Bouras et al., 2006a,b; Bouras et al., 2007; Bouras
et al., 2008).

7.2.1- Influence des acides aminés soufrés

La cystine, acide aminé soufré, est le précurseur dans la formation du noyau pyrrothine
(Furumai et al., 1982). La cystine peut étre synthétisée par deux voies différentes: la
premiére est une voie de condensation de deux cystéines en une molécule de cystine et
la seconde est une conversion de la méthionine en cystine (Furumai et al., 1982; Chang
et Vining, 2002). Les acides aminés soufrés sont donc des précurseurs potentiels des
dithiolopyrrolones.

Les travaux réalisés par Bouras et al. (2006a,b) ont montré que selon la nature et la
concentration de I'acide aminé soufré utilisé, la production des dithiolopyrrolones est plus ou
moins importante. L’addition de la cystéine (a 5 mM) et de la cystine (a 10 mM) a augmenté
d'une facon remarquable la production spécifique de la sénécioyl-pyrrothine, la tigloyl-
pyrrothine, I'iso-butyryl-pyrrothine et la butanoyl-pyrrothine. En revanche, la production
specifique maximale de la thiolutine est enregistrée en présence de la cystine (5 mM) et
sans addition de la cystéine.Par contre I'ajout de 'arginine @ 5 mM inhibe complétement
la production de la thiolutine mais favorise la production d’autres dithiolopyrrolones. Enfin,
la méthionine, tout comme son analogue I'éthionine, a un effet négatif sur la production
spécifique de I'ensemble des dithiolopyrrolones a 5 mM sans inhibition de la croissance.

7.2.2- Influence des acides organiques

Les dithiolopyrrolones sont formées d’un noyau pyrrothine sur lequel est fixé un radical
carboxylé (CO-R). L’acylation du noyau pyrrothine a partir d’acides organiques activés sous
formes d’acyls-CoA aboutirait a la formation de différents dérivés de dithiolopyrrolones selon
le type de radical greffé (Furumai et al., 2002; Bouras, 2005). Les acides organiques sont
donc de potentiels précurseurs des dithiolopyrrolones. Les travaux de Bouras et al. (2007 et
2008) ont montré que I'ajout des acides organiques a une concentration optimale de 5 mM
dans le milieu SS influence non seulement la quantité des dithiolopyrrolones déja produites
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dans le milieu SS basal, mais aussi la production de nouvelles dithiolopyrrolones (observées
par HPLC), qui ne sont pas connues pour étre produites par Sa. algeriensis.

D’aprés les mémes auteurs, l'effet des acides organiques sur la production des
dithiolopyrrolones se fait selon deux maniéres différentes:

Les acides organiques jouent un réle de précurseurs directs dans la production des
dithiolopyrrolones correspondantes, c'est-a-dire, la structure de I'acide organique
correspond au radical R. La biosynthése est dirigée par I'ajout des précurseurs
dans le milieu. Il s’agit d’'un procédé de contrble de la production des métabolites
secondaires et d’obtention de nouveaux métabolites bioactifs. Ce procédé aussi
appelé PDB (ou «precursor-directed biosynthesis») a déja été mis en ceuvre pour la
production de différents analogues de métabolites secondaires (Yajima et al., 1975;
Lam et al., 2001). Parmi les acides organiques qui ont joué un réle de précurseur
direct, certains ont permis d’augmenter la production des dithiolopyrrolones produites
dans le milieu SS basal (tels que I'acide butyrique et I'acide tiglique qui ont permis
d’augmenter respectivement la production spécifique des dithiolopyrrolones
correspondantes, butanoyl-pyrrothine et tigloyl-pyrrothine) et d’autres ont permis
d’obtenir de nouveaux pics de dithiolopyrrolones détectés par HPLC.

Les acides organiques ne jouent pas un réle de précurseurs directs dans la
production des dithiolopyrrolones. L’ajout des acides sorbique, crotonique et
4-bromobenzoique dans le milieu de culture ont entrainé 'augmentation de la
production spécifique de la butanoyl-pyrrothine, iso-butyryl-pyrrothine et sénécioyl-
pyrrothine respectivement.

7.3.- Régulation par voie enzymatique

7.3.1.- Identification des activités N-acyltransférase chez Sa. algeriensis

Pour avoir la capacité de produire différentes dithiolopyrrolones avec une grande diversité
structurale, Sa. algeriensis doit posséder non seulement les précurseurs correspondants
mais aussi un systéme enzymatique adapté ayant une flexibilité suffisante pour transférer
une grande variété de radicaux R sur 'azote n° 7.

Chorin (2009) a pu mettre en évidence une activité enzymatique pyrrothine N-
acyltransférase impliquée dans la biosynthése des dithiolopyrrolones dans I'extrait cellulaire
de Sa. algeriensis obtenu sur milieu semi-synthétique SS, supplémenté ou non en acide
organique. En particulier, le transfert du groupement acétyl- sur la pyrrothine catalysé
par une activité enzymatique pyrrothine N-acétyltransférase aboutit a la formation de la
thiolutine (acétyl-pyrrothine). Le transfert du groupement benzoyl- sur la pyrrothine catalysé
par une activité enzymatique pyrrothine N-benzoyltransférase entraine la synthése de
la benzoyl-pyrrothine. Ces résultats suggérent que la réaction enzymatique d’acylation
du noyau pyrrothine fait partie de la voie de biosynthése des dithiolopyrrolones chez
Sa. algeriensis. Ainsi cette souche est capable d'utiliser des acyls-CoA avec des
structures trés différentes (acétyl-CoA et benzoyl-CoA) pour produire les dithiolopyrrolones
correspondantes (thiolutine et benzoyl-pyrrothine).

7.3.2.- Synthése enzymatique des différents dérivés de dithiolopyrrolones
chez Sa. algeriensis

La synthése de nouveaux dérivés dithiolopyrrolones par acylation de molécules acceptrices
(holothine, pyrrothine) avec différents groupements acyls a été réalisée avec un extrait
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cellulaire de Sa. algeriensis,qui été utilisé comme catalyseur enzymatique, sous sa forme
brute ou sous une forme semi-purifiée (Chorin, 2009). Cet auteur a ainsi pu synthétiser sept
dérivés pyrrothines: la thiolutine, la benzoyl-pyrrothine, la butanoyl-pyrrothine, la crotonoyl-
pyrrothine, 'acétoacétyl-pyrrothine, 'hexanoyl-pyrrothine et I'hydroxybutyryl-pyrrothine.

La structure chimique des nouvelles dithiolopyrrolones synthétisées a été proposée
par l'auteur en se basant sur la masse des produits uniquement. D’autres études
spectroscopiques, particulierement les RMN du H et du C13 doivent étre réalisée pour la
confirmation des structures chimiques de ces nouvelles molécules.

8.- Domaines d’utilisation des dithiolopyrrolones

8.1.- Utilisation dans le domaine agronomique

Sans étre utilisée a grande échelle dans la protection des cultures, la thiolutine a fait I'objet
de plusieurs travaux lesquels ont tous aboutit a des résultats assez prometteurs (Leben et
Keitt, 1954; Schaffner, 1954; Dell et al., 1992; Merrouche, 2000; Meklat, 2004).

Gopalkrishnan et Jump (1952) ont obtenu une protection totale de la tomate contre la
fusariose vasculaire due a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en trempant des racines
de plants pendant quatre jours dans une solution aqueuse de thiolutine a 10 ppm avant de
les mettre en présence de I'agent pathogéne.

Murneek (1952) et Winter et Young (1955) ont montré que le traitement du pommier
par la thiolutine permet de réduire de 80% la maladie du «feu bactérien» due a Erwinia
amylovora, alors que cette réduction n'est que de 55% avec la streptomycine, puissant
antibactérien de la famille des aminosides.

Grosso (1954) a constaté que la pulvérisation des feuilles de tabac par des solutions
aqueuses de 0,8 a 7,2 ppm de thiolutine protége totalement la plante contre la moisissure
bleue du tabac, due a Peronospora tabacina.

Zentmyer (1955) a montré que la thiolutine, a 50 ppm, a une action fongicide totale sur
Phytophtora cinnamomi dans un sol autoclavé.

D’autres dithiolopyrrolones, comme les xénorhabdines, ont montré des activités
insecticides (Mc-inerney et al., 1991; Paik et al., 2001).

Dell et al. (1992) ont obtenu une activité protectrice de la vigne contre le mildiou, di
a Plasmopara viticola et contre la fonte des semis due a Pythium ultimum, en utilisant
la thiolutine a raison de 3 a 25 ppm. Les mémes auteurs obtiennent, avec 10 ppm, une
action fongicide in vitro contre Phytophtora infestans, Cercospora arachidicola, Venturia
inaequalis, Pyricularia oryzae et Puccinia recondita.

Merrouche (2000) a montré que I'utilisation de la thiolutine a raison de 5 mg pour 100 g
de sol, fait baisser la population des agents pathogénes Fusarium oxysporum f. sp. albedinis
et

F. o. f. sp. lini, de 113 et de 8,5 fois respectivement, et I'utilisation de la méme dose fait
diminuer nettement la fusariose vasculaire du lin.

Meklat (2004) a constaté que la thiolutine a une concentration de 1 mg/mL, et a raison
de 1,2 ml par plant de feve, fait baisser de 40% la maladie "tache chocolat" de cette plante,
due a Botrytis fabae.
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Par ailleurs la thiolutine est un inhibiteur de la croissance de certaines plantes
(mauvaises herbes) comme Lemna minor (Nickell et Finlay, 1954).

De plus, la thiolutine posséde une activité larvicide contre les larves des insectes
nuisibles, comme Lucilia sericata (Cole et Rolinson, 1972).

8.2.- Utilisation dans d’autres domaines

La thiolutine posséde des propriétés antihistaminiques (Cole et Rolinson, 1972; Budavari
et al., 1989).

D’aprés le NCI (National Cancer Institute) des Etats Unis d’Amérique, la thiolutine a
un réle préventif contre les effets des substances carcinogénes des cellules épithéliales
(Arnold et al., 1995); le méme effet est constaté pour les cellules des poumons, du colon,
de la prostate, de la peau, des reins et du cerveau (Webster et al., 2000).

L'équipe japonaise de Masaaki Ishizuka, a I'lnstitut de Chimiothérapie de Shizuoka,
a montré I'activité antiangiogénique de la thiolutine (Minamiguchi et al., 2001). De plus,
d’aprés le méme institut, la thiolutine inhibe une protéine appelée l'intégrine avp3 alors que
des études précédentes avaient prouvé que les inhibiteurs de l'intégrine avB3 empéchent
la croissance des tumeurs (Brooks et al., 1995).

Minamiguchi et al. (2001) ont également montré que d'autres dithiolopyrrolones
(auréothricine, holomycine, thioaurine, propiopyrrothine, etc.) possédent les mémes
propriétés antitumorales.

Li et al. (2007) ont pu synthétiser des dérivés de dithiolopyrrolones chimiquement, a
partir de 1,3-bis (tert-butylsulfanyl) propan-2-one, en six étapes. Ces dérivés ont démontré,
in vitro, une activité cytotoxique importante chez ’homme.

9.- Toxicité des dithiolopyrrolones
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La thiolutine est un antibiotique toxique pour les animaux, au vu de sa DLp: 5-10 mg/Kg en
sous-cutanée et 10 mg/Kg par voie orale, et de sa DLg( qui est de 25 mg/Kg, par voie orale

ou sous-cutanée, chez la souris (Seneca et al., 1952). Ceci peut donc I'exclure de toute
possibilité d’utilisation dans la thérapeutique. Mais en terme de toxicité aigué, la thiolutine
est environ cent fois moins toxique que certaines toxines algales (phycotoxines).

Malgré cette toxicité relative sur les animaux, la thiolutine, grace a son spectre d’action
intéressant, a vu son utilisation orientée dans le domaine agronomique (voir paragraphe
8.1). Il fallait cependant éviter d’éventuels effets phytotoxiques. Murneek (1952), Grosso
(1954) et Dell et al. (1992) sont arrivés a protéger le pommier, le tabac, la vigne, etc., en
utilisant la thiolutine a des doses non toxiques pour ces plantes. Gopalkrishnan et Jump
(1952) ont constaté qu’une dose de 80 ppm de thiolutine réduit la croissance de la tomate de
23% (mesure du poids frais), que des doses de 60 ppm n’ont aucun effet sur sa croissance
et que 10 ppm seulement suffisent a la protéger totalement de la fusariose.

Ces résultats montrent que I'utilisation de ce composé dans I'agriculture devrait se faire
avec une certaine précaution, en tenant compte de la sensibilité de 'agent pathogéne, de la
toxicité de I'antibiotique sur la plante a traiter, etc. Plusieurs expérimentations préliminaires
devraient, dans tous les cas, étre effectuées.
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l.- MATERIEL

1.- Souche de Saccharothrix algeriensis

La souche d’actinomycéte, Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137 (= DSM 44581), a été
isolée a partir d’'un sol saharien de la palmeraied’Adrar (Boudjella, 1994). Cette souche est
productrice d’antibiotiques du groupe des dithiolopyrrolones (Lamari et al., 2002a,b).

2.- Souches de microorganismes-cibles

Les microorganismes-cibles utilisés sont des bactéries (Gram et Gram ), des champignons
et des levures. Certains d’entre eux sont catalogués dans des collections mondiales.

Ces microorganismes ont été utilisés pour déterminer le spectre d’action de
Sa. algeriensis, de déterminer les concentrations minimales inhibitrices des nouvelles
dithiolopyrrolones que nous avons étudiées et d’effectuer les cinétiques de production des
antibiotiques.

Bactéries a Gram positif: Bacillus subtilis (ATCC 6633), Bacillus coagulans (CIP
6625), Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, Micrococcus luteus(ATCC
9314) et Staphylococcus aureus (CIP 7625).

Bactéries a Gram négatif: Agrobacteriumtumefaciens(n® 2410), Escherichia coli
(ATCC 10536), Klebsiella pneumoniae (CIP 82.91), Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa (CIP A22), Salmonella enterica CIP 81.3 et Serratia marcescens.
Levures: Candida albicans (IPA 200) et Saccharomyces cerevisiae (ATCC 4226).
Champignons filamenteux: Aspergillus alliaceus G334, A. carbonarius M333, A.
flavus, A. niger, A. ochraceus, Botrytis cinerea, Fusarium culmorum, F. equiseti, F.
graminearum, F. moniliforme, F. oxysporum f. sp. albedinis, F. o. lentis, F. o. lini (Foln
3-5), F. o. lycopersici, Mucor ramannianus(NRRL 1829), Penicillium expansum (B
932) et P. glabrum A1215.

3.- Conservation des microorganismes

La souche d’actinomycéte, les bactéries et les levures sont conservées a 4°C par
repiquages successifs sur milieu solide ISP2(Shirlinget Gottlieb, 1966). Les champignons
sont conserves a 4°C par repiquages reguliers sur milieu PDA (Rapilly, 1969).

La composition des milieux est la suivante:

Milieu ISP2
—  Extrait de levure: 4 g
—  Extraitde malt: 10 g
— Glucose: 4 g
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— Agar:18g
— Eau distillée: 1000 mL
- pH:7,2
Milieu PDA
—  Filtrat de pomme de terre : 500 mL
—  Glucose: 20 g
— Agar:18g
—  Eau distillée: 500 mL
- pH:6,5
Les milieux de culture sont stérilisés a 120°C a 'autoclave pendant 20 min puis coulés en
boites de Pétri de 90 mm de diamétre ou conditionnés dans des tubes a vis (milieux inclinés).

Il.- METHODES

1.- Mise en évidence de I'activité antibiotique sur milieu solide

L'activité antimicrobienne de Saccharothrix algeriensis sur milieu solide est évaluée par
la méthode des stries croisées. La souche est ensemencée en un seul trait a la surface
du milieu ISP2. Aprés incubation pendant 7 jours a 30°C, les microorganismes-cibles sont

inoculés par stries perpendiculaires a I'actinomycete. La lecture des résultats est effectuée
aprés 24 a 48 h d’incubation et consiste en la mesure de la zone d’inhibition entre le bord
de I'actinomycéte et le germe cible.

2.- Production des dithiolopyrrolones en milieux liquides
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2.1.- Milieu de culture

Le milieu de culture utilisé pour la production est le milieu semi-synthétique (SS) préconisé
par Bouras (2005), dont la composition est la suivante:

(NH4)2S04:2g

NaCl: 2 g

KHoPO4: 0,5 g

KoHPO4: 19

MgSOQOgy4, 7 H20: 0,2 g

D(+) Glucose (anhydre): 10 g
Extrait de levure: 2 g
CaCO3:5¢g

Eau distillée : 1000 mL

pH :7
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Des acides aminés et des acides organiques sont ajoutés au milieu SS a une concentration
de 5 mM, afin d’étudier leur effet sur la production de nouvelles dithiolopyrrolones par Sa.
algeriensis.

Ces composés sont les suivants:

Acides aminés: arginine et cystine.
Acides organiques: acide valérique, acide sorbique et acide cinnamique.

Ces acides aminés et organiques (a 5 mM) ont été choisis en fonction des résultats de
Bouras (2005) qui a constateé I'apparition par HPLC de nouveaux pics de dithiolopyrrolones
en présence de ces COmMposés.

2.2. - Cinétique de production des dithiolopyrrolones en fonction des acides
organiques et des acides aminés ajoutés au milieu de culture

Les cinétiques de production des antibiotiques ont été réalisées en vue de déterminer le
temps de production optimale dans des conditions déterminées et de détecter les nouvelles
dithiolopyrrolones induites par I'ajout des différents acides aminés et organiques.

A partir d’une culture mure agée de 10 jours et poussant sur milieu solide ISP2, une
anse pleine de spores de Sa. algeriensis est prélevée et ensemencée dans des fioles
erlenmeyers de 250 mL contenant chacun 50 mL de milieu SS liquide. Les fioles sont
incubées a 30°C pendant 2 jours et servent de précultures.

Les pré-cultures ainsi obtenues sont inoculées dans des erlenmeyers de 500 mL
contenant chacun 100 mL de milieu SS, a raison de 1 mg (+ 0,2 mg) d’actinomyceéte contenu
dans 3 mL de la pré-culture. L’incubation a lieu a 30°C dans un shaker, dans des conditions
d’agitation permanente a 240 rpm, pendant 10 jours.

L'évolution de l'activité antibiotique, du pH et du poids sec du mycélium est suivie
quotidiennement. Le dosage des antibiotiques par HPLC analytique a été aussi effectué
chaque jour durant tout le temps d’incubation.

2.2.1. - Mesure du poids sec

Elle consiste a peser la biomasse cellulaire contenue dans un volume de culture connu.
La méthode de Pfefferle et al. (2000) a été utilisée avec quelques modifications comme
décrit par Bouras et al. (2006a). Pour chaque échantillon, 4 mL de culture sont prélevés
et mis dans 2 tubes Eppendorf (2 mL par tube) préalablement séchées (24 h a 105°C) et
tarés. Les tubes sont ensuite centrifugés a 16 000 x g pendant 15 min. Le culot est lavé
deux fois avec du HCI (0,35 N) et a I'eau distillée pour éliminer le CaCOg3. Par la suite, Les

Eppendorfs contenant les culots cellulaires sont placés dans une étuve a 105°C pendant 24
h, puis pesés apreés refroidissement dans un dessiccateur. L’expérience est réalisée deux
fois de maniéere a effectuer une moyenne et minimiser les erreurs. Le résultat est exprimé
en gramme de matiére seche par litre de milieu de culture.

2.2.2.- Mesure du pH

Le surnageant obtenu lors de la centrifugation pour la mesure du poids sec est utilisé
immédiatement pour enregistrer les variations de pH au cours du temps d’incubation.

2.2.3.- Evolution de ’activité antimicrobienne
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L’activité antimicrobienne est déterminée par la méthode de diffusion des puits d’agar.
Pour cela, les germes-cibles, Bacillus subtilis ATCC 6633 pour I'activité antibactérienne et
Mucorramannianus NRRL 1829 pour I'activité antifongique, sont ensemencés dans le milieu
« gélose nutritive » ou GN (contenant 12 g/L d’agar) stérilisé a 120°C a l'autoclave pendant
20 min puis maintenu en surfusion a 45°C, lequel est coulé par la suite dans des boites de
Pétri stériles de 90 mm de diamétre. La composition du milieu GN est la suivante:

peptone :5g

Extrait de viande : 1 g
Extrait de levure :2 g
NaCl :5¢

Agar :12g

Eau distillée : 1000 mL
pH :7,2

Apres solidification du milieu, 4 a 5 puits de 9 mm de diametre sont effectués par boite, dans
le milieu GN. Chaque puits recoit 200 pL du surnageant de culture de I'actinomycéte (prélevé
quotidiennement). Les boites sont mises durant 2 h a 4°C afin de permettre la diffusion des
antibiotiques tout en inhibant momentanément la croissance des germes-cibles. Elles sont
ensuite incubées a 30°C pendant 24 a 36 h. Les diamétres d’inhibition autour des puits sont
alors mesurés.

2.2.4.- Dosage des dithiolopyrrolones par HPLC analytique

Les dithiolopyrrolones sont dosées par HPLC analytique en phase inverse. Cette technique
permet de déterminer précisément les concentrations des antibiotiques.

Appareillage
L'HPLC analytique (Bio-Tek Instruments) est équipé d’éléments suivants:

Injecteur automatique (auto-sampler 465 BIO-TEK, Milan, Italie) relié a une boucle
d’injection de 80 pL.

Systéme de pompe 525.

Détecteur (UV-Vis 545V a barrette de diode a longueur d’'onde UV-visible variable).
Thermostat 582.

Colonne analytique en phase inverse C4g-ODB, Zorbax SB, Uptisphére, 5 ym de

granulométrie, 150 mm de longueur et 4,6 mm de diamétre intérieur (DI). Cette colonne est
précédée d’une pré-colonne de garde de 10 x 4 mm.

Le contrdle du gradient du solvant d’élution, la collection des données et I'intégration
des pics sont assurés par un ordinateur de type IBM personal system/2 modéle
70 386 equipé d’un logiciel d’exploitation et d’'analyse (Kroma 3000, BIO-TEK).

Conditions expérimentales

Les dithiolopyrrolones produites par Sa. algeriensis (lors des cinétiques) sont dosées
quotidiennement par HPLC selon la méthode de Bouras (2005). Pour cela, 4 mL de chaque
culture sont extraits par 4 mL de dichlorométhane, évaporés a sec, puis repris dans 1 mL
de méthanol dans des ampoules HPLC pour étre analysés.

La phase mobile est constituée par un éluant dégazé de deux solvants, I'acétonitrile
(solvant A) et de I'eau bidistillée (solvant B). La détection se fait a 390 nm. Cette longueur
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d’onde ne permet de détecter dans I'extrait au dichlorométhane que les dithiolopyrrolones
(Lamari et al., 2002a). Les conditions de séparation optimisées sont rapportées dans le
tableau 8. Le débit d’élution utilisé est fixé a 0,8 mL/min et la température de la colonne,
a 30°C. Avant l'injection des échantillons, la phase stationnaire (colonne) est conditionnée
et équilibrée (conditions initiales) pendant 7 min. Par la suite, 60 puL de I'échantillon sont
injectés (injecteur automatique) et analysés.

Temps Deébit Acétonitrile Eau bidistilles

(1nin) (L min) (solvant A%) (solvant B%)
Pre-run - 7.00 0.a 0 100
(equilibrage de 1a 0.00 0.8 0 100
colonne)
Rusn (analvse: 0.00 0.a 0 100
gradient lingaxre) 5.00 0.8 30 70

30,00 0.8 100 0
Post-run (lavage 30,00 0.8 100 0
de 1a colonne) 32,00 0.8 0 100

Tableau 8. Conditions d’élution des dithiolopyrrolones par HPLC.

Les différentes dithiolopyrrolones sont chimiquement proches entre elles et ne différent
qu’au niveau du radical R par des groupements CH, CH3, CHo, etc. Elles se séparent

souvent dans l'ordre de leur degré d’hydrophobicité et sont reconnues par leurs temps de
rétention (Lamari 2002a). D’aprés cet auteur, dans les mémes conditions utilisées, les temps
de rétention de la thiolutine, de 'isobutyryl-pyrrothine, de la butanoyl-pyrrothine, de la tigloyl-
pyrrothine et de la sénécioyl-pyrrothine sont respectivement de 11,03, 13,42, 14,02, 15,39
et 16,32 min.

Pour évaluer la concentration des dithiolopyrrolones, nous avons établi une courbe
d’étalonnage en fonction de l'aire du pic correspondant (voir résultats). Pour cela, une
série de concentrations de la thiolutine comprise entre 1 et 100 ug/mL a été réalisée. Une
courbe d’étalonnage (droite) du type Y = ax, a été établie a partir de la concentration de la
thiolutine et de la surface du pic correspondant. Le coefficient de réponse de la thiolutine
est déterminé a partir de I'analyse en triple de trois gammes distinctes. Ce coefficient de
réponse est utilisé pour la quantification de la thiolutine dans les extraits. Comme la thiolutine
et les autres dithiolopyrrolones ont un coefficient d’extinction molaire trés proche (e39q =

8317-9333 M'1 cm'1) (Lamari et al. 2002b), cette méme courbe étalon est utilisée pour
quantifier 'ensemble des dithiolopyrrolones produites. Les échantillons sont injectés deux
fois de maniere a obtenir une moyenne et minimiser ainsi les erreurs.

3.- Production et extraction des dithiolopyrrolones

Afin d’obtenir des quantités appréciables des dithiolopyrrolones nouvellement apparues, et
ce, pour pouvoir déterminer leur structure chimique, plusieurs cultures ont été entreprises
sur milieu SS (100 mL de milieu par erlenmeyer de 500 mL), dans les méme conditions que
celles citées précédemment (voir le paragraphe 2.2.). Les cultures sont incubées jusqu’au
jour optimal de production, déterminé lors des cinétiques.

Lescultures de Sa. algeriensis (au total 20 L) sont centrifugées afin d’éliminer la
masse mycélienne qui ne contient pas (ou trés peu) de substances actives (Lamari, 2006).
Lesurnageant obtenu est extrait avec du dichlorométhane (solvant non miscible avec I'eau)
dans une ampoule a décanter, a raison d’'un volume de filtrat pour un volume de solvant
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organique. Le dichlorométhane est le meilleur solvant d’extraction des dithiolopyrrolones
(Lamari et al., 2002a).

Les substances actives, de couleur jaune, sont récupérées en grande majorité lors de
la premiére extraction de sorte qu’une re-extraction du filtrat n’est pas nécessaire. La phase
organique est récupérée et filtrée sur papier filtre (Whatman n° 1) plissé contenant du sulfate
de sodium anhydre, pour éliminer les traces d’eau résiduelles contenant les contaminants
hydrophiles. Les extraits au dichlorométhane sont ensuite concentrés et évaporés sous vide
a 40°C a l'aide d’'un évaporateur rotatif. Le résidu obtenu est solubilisé dans du méthanol
(1 mL pour un volume initial de 100 mL de culture).

4.- Mise en évidence des dithiolopyrrolones par bioautographie
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4.1.-Préparation des plaques de gel de silice

Les plaques de gel de silice sont préparées aprés mélange de 50 g de gel de silice G60
(Merck) dans 100 mL d’eau distillée dans un Erlenmeyer de 500 mL. Aprés une agitation
vigoureuse, la pate obtenue est immeédiatement étalée de maniere rapide et réguliere, sous
forme de couche fine (0,25 mm d’épaisseur) sur des plaques en verre (précédemment
lavées et dégraissées a I'éthanol) placées sur I'étaloir de Desaga. Les plaques de gel de
silice sont ensuite séchées a 40°C pendant une nuit avant d’étre utilisées.

4.2.- Développement des plaques

Apres le dépbt par spot de 10 a 20 uL d’extrait organique, les plaques sont mises dans des
cuves de chromatographie dont 'atmosphére a été saturée durant 2 h avec le systéme de
solvants de migration « acétate d’éthyle — méthanol » (AM) (100/15; v/v) (Lamari, 2006).

Aprés migration jusqu’a environ 2 cm du bord supérieur, les plaques sont retirées des
cuves et séchées a température ambiante. Elles sont tout d’abord observées a I'ceil nupour
repérer les dithiolopyrrolones de couleur jaune, puis aux U.V. a 254 nm (absorption) et 365
nm (fluorescence) pour détecter tous les composés autres que les dithiolopyrrolones (ceci
facilitera ultérieurement le processus de purification).

La bioautographie permet la détection des antibiotiques en employant non pas
des révélateurs chimiques, comme c'est souvent le cas, mais des « révélateurs
microbiologiques », aprés utilisation de microorganismes sensibles ensemencés dans des
milieux géloseés.

Les plaques de CCM dont les extraits organiques ont déja subi une migration sur
AM (voir paragraphe 4.2.) sont placées durant une nuit a I'étuve, a 37°C, pour évaporer
le solvant qui empécherait les microorganismes de croitre lors de la réalisation de la
bioautographie.

Le chromatogramme est déposé sur des supports en verre dans un bac en plastique
nettoyé avec de I'éthanol a 95° et contenant en son fond du papier filtre imbibé d’eau stérile
et ce, afin de maintenir une atmosphére humide et éviter une dessiccation prématurée
du milieu gélosé au cours de l'incubation. Le dispositif est alors stérilisé sous lumiére
U.V. pendant 45 min. Parallélement, une gélose molle constituée par de I''SP2 avec 7 g/
L d’agar, est maintenue en surfusion a 50°C puis ensemencée avec les microorganisme-
cibles (Mucor ramannianus et Bacillus subtilis).
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Aprés homogénéisation, le milieu est réparti avec une pipette stérile sur toute la surface
du chromatogramme de fagon a obtenir une couche uniforme et fine. Aprés solidification du
milieu, le dispositif est mis 2 h a 4°C, puis incubé a 30°C pendant 48 h. Le microorganisme-
cible va croitre sur toute la surface de la plaque sauf a I'endroit ou ont migré les antibiotiques.
Le Rf (rapport frontal) de chaque antibiotique est déterminé selon la formule suivante:

Distance de migration entre dép6ét et tache active
Rf =
Distance de migration entre dép6ét et front du solvant

5.- Semi purification des dithiolopyrrolones

Elle est effectuée sur des plaques épaisses de gel de silice.

Cette technique nous permet de purifier partiellement des quantités appréciables de
dithiolopyrrolones pour les études ultérieures. Les plaques de gel de silice G60 utilisées
sont préparées de la méme maniére que celles évoquées précédemment (voir paragraphe
4.1.), a I'exception de I'épaisseur de la couche qui est de 0,5 mm au lieu de 0,25 mm.
Avant la chromatographie, les plaques de gel silice sont activées a 100°C pendant 1 h.
Apres refroidissement, 300 a 400 pL de I'extrait brut au dichlorométhane sont déposés
non pas par spot, mais par ligne continue (bande) sur de nombreuses plaques. Celles-
ci sont développées grace au systéme de solvant AM. Une fois la migration terminée, la
silice correspondant aux zones actives est alors grattée en évitant les bandes inactives
précédemment délimitées aux U.V. (voir paragraphe 4.2.). La silice est par la suite éliminée
apreés filtration sur verre fritté n° 4 (sous vide). Le filtrat méthanolique limpide est recueilli,
puis évaporé a sec et conservé a - 30°C, pour pouvoir procéder a la purification finale par
HPLC.

6.- Purification finale des dithiolopyrrolones par HPLC semi-
préparative

6.1.- Appareillage

L'appareil HPLC utilisé est un chromatographe de type Waters constitué d’éléments
suivants:

Injecteur de type Rheodine 7725i relié a une boucle d’injection de 500 pL.

Contréleur: type Waters 600 controller.

Systéeme de pompe: type Waters 60F.

Détecteur UV-Visible dual bande type Waters 2487.

Colonne semi-préparative Waters XBridge C18, 5 um (granulométrie), 10 x 200 mm

(diameétre et longueur respectivement).

Pré-colonne Waters XBridge C18, 5 pm, 10 x 10 mm.

Logiciel de pilotage, d'acquisition et d'intégration des données: Empower 2.

6.2.- Conditions expérimentales

L'extrait semi-purifié par chromatographie sur plaques épaisses de gel de silice est solubilisé
dans 2 mL de méthanol, ultrafiltré (filtre a 0,2 ym), puis injecté (0,5 & 1 mL par injection).
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Les conditions de séparation utilisées sont les suivantes:

la phase mobile est constituée d’'un mélange méthanol-eau ultra pure précédemment
dégazé pendant 15 min avec de I'hélium.

Le gradient de séparation differe selon la nature de I'extrait purifié. Le choix est fait
aprés plusieurs essais préliminaires. Cependant, dans tous les cas, nous avons utilisé
un gradient continu linéairequi varie entre 20 et 100% MeOH/eau bidistillée.

Le débit de la phase mobile est de 2 mL/min et la longueur d’'onde de détection dans
UV est de 220 et 390 nm. A 220 nm, tous les composés (dithiolopyrrolones et autres
composeés) sont détectés mais a 390 nm, seules les dithiolopyrrolones (de couleur
jaune) sont repérables.

Les différentes fractions obtenues (jaunes et incolores) sont récupérées séparément puis
concentrées a sec sous air comprimé. Elles sont testées par antibiographie afin de localiser
I'activité. Une deuxiéme et éventuellement une troisiéme injection sont nécessaires pour la
purification totale des dithiolopyrrolones.

7.- Etudes spectroscopiques des nouvelles dithiolopyrrolones
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7.1.- Etudes des spectres UV-visible

Un spectrométre Shimadzu 260 a été utilisé pour I'enregistrement des spectres UV-visible
(absorption entre 200 et 500 nm). Toutes les molécules étudiées sont solubilisées dans du
méthanol pur et introduites dans une cuve en quartz. Un blanc (t¢moin) a été réalisé, en
utilisant le méthanol pur.

7.2.- Etudes des spectres de masse

Les analyses des dithiolopyrrolones par spectrométrie de masse ont été réalisées par
prestation de service au laboratoire de Spectrométrie de Masse de I'Université Paul Sabatier
de Toulouse, France.

7.2.1.- Spectrométrie de masse par impact électronique

La méthode utilisée est l'ionisation par impact électronique. Ce mode d’ionisation, est
utilisé pour des molécules organiques de taille petite. L'ionisation est provoquée par
limpact des électrons sur des molécules gazeuses de I'échantillon dans la source avec
apparition d’ions secondaires; les fragments neutres ne sont pas détectés. La méthode par
impact électronique est préconisée pour les dithiolopyrrolones, comme I'a souligné Lamari
(2006) rapportant les travaux de plusieurs auteurs. L’enregistrement est effectué avec un
spectrométre Nermag R-10-10 C a 70 eV.

7.2.2.- Spectrométrie de masse a haute résolution

C’est une méthode qui permet la détermination de la masse d’un ion avec une grande
précision qui peut mener directement a la formule brute. Celle-ci est comparée avec
celles déterminées expérimentalement proposant ainsi la formule brute la plus probable en
fonction de la masse trouvée. Le spectromeétre utilisé est un GCT Premier System et la
meéthode est la haute résolution par impact électronique.

7.3.- Etude des spectres de RMN H et C13
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Ces expériences ont été réalisées par prestation de service au Laboratoire de Chimie de
Coordination (LCC, CNRS) de Toulouse.

Les spectres de résonance magnétique nucléaire (RMN) protonique et du carbone 13
ont été enregistrée avec un spectrometre Bruker Avance 500 équipé d'une sonde de 5 mm
de résonance inverse triple Z-gradient (TBI 1H, 31P, BB), avec les signaux de solvants

comme références (1H/13C: DMSO 2,50/40,36) ou (1H/3c: cDCI3 7,28 177,45) 4 300 MHz

(pour RMN 1H) et 75 MHz (pour RMN 13C).Les déplacements chimiques du proton et du
carbone sont par rapport au TMS (tétraméthylsilane) en utilisant 1H (résiduelle) ou C13
déplacements chimiques des solvants comme un étalon secondaire. La température a été
fixée a 298 K. Les signaux du 1H et du C13 ont été attribués sur la base des déplacements
chimiques, constantes de couplage, et les intensités du signal, en utilisant les expériences
1H-1H COSY45, 1H-13C HMQC et 1H-13C HMBC.

8.- Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des
nouvelles dithiolopyrrolones

La détermination des CMI est réalisée par la méthode de diffusion dans I'agar selon la
méthode préconisée par Oki et al. (1990).

8.1.- Préparation des suspensions de spores des microorganismes-cibles

Chaque microorganisme-cible est ensemencé sur milieu solide ISP2, coulé en pente dans
un tube a essai, puis mis a incuber durant 7 jours a 30°C.Aprés I'obtention d’'une bonne
croissance, 3 mL d’eau distillée stérile sont ajoutés sur la culture du microorganisme-cible.
Une agitation mécanique vigoureuse permet d’obtenir une suspension dense de spores ou

decellules. La suspension mére est diluée de maniére a avoir une concentration de 3 x 106

CFU/mL pour les bactéries et 5 x 103 CFU/mL pour les champignons filamenteux et les
levures, déterminée a I'aide d’'un hématimétre de Malassez.

8.2.- préparation des solutions méres des dithiolopyrrolones

Les dithiolopyrrolones sont moyennement solubles dans I'eau. Avant de les incorporer dans
le milieu ISP2, il est nécessaire de les dissoudre dans un minimum de solvant miscible avec
I'eau. Pour cela 2,5 mg de chaque dithiolopyrrolone sont entierement solubilisés dans 2,5
ml de méthanol.La concentration de la solution-mére ainsi obtenue est de 1 mg/mL.

8.3.- Détermination des concentrations minimales inhibitrices

Des volumes précis de la solution mére de chaque nouvelle dithiolopyrrolone sont ajoutés
a des lots de 5,4 mL de milieu ISP2, de telle sorte que les concentrations finales des
dithiolopyrrolones dans chacun des lots soient de 0,1, 0,2, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 40,
50, 75 et 100 pg/mL.

Chaque lot de milieu est coulé dans une boite de Pétri stérile de 9 mm de diameétre. Les
témoins (sans dithiolopyrrolones) sont réalisés de la méme maniére en utilisant les mémes
volumes de méthanol a la place des solutions-méres des dithiolopyrrolones.

Les microorganismes-cibles sont ensemencés en spot en déposant 2 pl de la
suspension mére des spores ou des cellules a la surface du milieu, soit un inoculum
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de 106 CFU pour les bactéries et 103 CFU pour les champignons filamenteux et les
levures. Les spots sont réalisés en double et les lectures sont effectuées en comparaison
avec des boites témoins aprés 24 a 36 h d’incubation a 30°C pour les bactéries et aprés
36 a 48 h d’incubation pour les champignons. Elles consistent a évaluer la croissance
des microorganismes-cibles et a déterminer ainsi la concentration minimale qui inhibe
totalement leur croissance.
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Chapitre lll : Résultat et Discussion

I.- MISE EN EVIDENCE DE L’ACTIVITE ANTIBIOTIQUE
DE SACCHAROTHRIX ALGERIENSIS SUR MILIEU
SOLIDE

Les résultats des tests d’antagonisme in vitro par la méthode des stries croisées sur milieu
ISP2 sont donnés dans le tableau 9.

La souche Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137 a été testée contre plusieurs
microorganismes saprophytes, pathogénes ou toxinogénes pour 'homme (Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Penicillium expansum, Asperqillus
flavus, etc.), ou pathogénes pour les plantes (quelques espéces de Fusarium, Botrytis
cinerea, etc.).

Les résultats obtenus ont montré que I'activité est particuliérement importante contre
la majorité des bactéries a Gram positif testées, forte, moyenne a faible contre les
champignons et les levures et faible a nulle contre les bactéries a Gram négatif.

Des résultats similaires ont été obtenus avec d’autres souches et espéces de
Saccharothrix productrices d’antibiotiques tels que la formamicine (Igarashi et al., 1997) et
les saccharomicines (Singh et al., 2000), lesquelles ont montré une forte activité contre les
bactéries a Gram positif et faible contre les bactéries a Gram négatif. L’activité antifongique
est parfois signalée chez ce genre (Igarashi et al., 1997). Plusieurs travaux réalisés dans le
monde ont montré que I'activité des molécules produites par les souches de Saccharothrix
est surtout dirigée contre les bactéries a Gram positif, parfois contre les champignons et
rarement contre les bactéries a Gram négatif (Gerber, 1969; Braznikova et al., 1977; Horvath
et al., 1979; Isshiki et al., 1989; Takeuchi et al., 1992; Kinoshita et al., 1999; Sugawara et
al., 1999; Schumacher et al., 2002; etc.).

Saccharothrix algeriensis sécrete des antibiotiques appartenant au groupe des
dithiolopyrrolones (Lamari et al., 2002b et Lamari, 2006). En comparant son spectre d’action
avec celui d’autres microorganismes producteurs de dithiolopyrrolones, nous remarquons
que les cultures de Streptomyces ssp. productrices des dithiolopyrrolones présentent
un spectre d’action trés large qui touche les bactéries a Gram positif (ex.: Bacillus,
Enterococus Staphylococcus, Streptococcus, etc.), les bactéries a Gram négatif (ex.:
Enterobacter, Escherichia, Haemophilus, Moraxella, Morganella, Proteus, Pseudomonas,
etc.), les champignons filamenteux (Botrytis, Fusarium, Plasmopora, Pythium, Rhizoctonia,
Verticillium, etc.) et les levures (ex.. Candida et Saccharomyces) (Gopalkrishnan et
Jump 1952; Joshi et al., 1982; Oliva et al. 2001). Les espéces de Xenorhabdus
productrices des dithiolopyrrolones présentent aussi un large spectre d’activité qui touche
lesbactéries a Gram négatif (ex.: Escherichia, Shigella, Enterobacter, Serratia, Proteus,
Erwinia, Flavobacterium et Pseudomonas), les bactéries a Gram positif (ex.: Micrococcus,
Staphylococcus et Bacillus), les champignons filamenteux (ex.: Botrytis, Fusarium, Mucor,
Pythium, Penicillium, Rhizoctonia, Trichoderma et Verticillium) et les levures (ex.: Candida et
Saccharomyces) (Akhurst, 1982 et Chen et al., 1994). La bactérie marine Alteromonas rava
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productrice des thiomarinoles (dérivés des dithiolopyrrolones), posséde une forte activité
contre les bactéries a Gram positif et les bactéries a Gram négatif (Shiozawa et al., 1993).

La figure 8 montre I'action antibiotique de Sa. algeriensis contre deux champignons
phytopathogeénes, Fusarium oxysporum f. sp. albedinis et F.o. lini.

Microorganismes - cibles fuckeemi
(en mm)
Sacillus coagulans CIP 6625 14
Bactéries a Baciilus subtilis ATCC 6633 15
(Gram positif Entferococcus fascalls 09
Micrococcus hweus ATCC 9314 23
Staplviococcus aureus CIP 76235 23
Agrobacterium tumefaciens n® 2410 00
Escherichia colil ATCC 10536 06
Klgbsiella preumoniae CIP 8291 0z
Bactéries a Gram | Profeus vulgaris 03
négatif Pseudomonas asruginosa CIP A22 04
Salmonglia enterica 00
Serratia marcescens 06
Candida albicas TPA 200 07
Levures Saccharomycas carevisige ATCC 4226 12
Aspergilius allioceus G334 08
Aspergillus carbonarius N333 10
Aspergillus fTovus 09
Aspergillus niger 09
Aspergillus ochraceus 00
Boirniis cherea 11
Fusarium oxysporum £ sp. albedinis 11
Champignons | F. o Jewis 05
filamentenx F.o lini 08
F.o. licopersici 10
Fusarium culmorum {4
Fusarium aguiseti 15
Fusarium graminsarum 04
Fusarium moniliforme 0
Mucor ramarmiozius NERL 18520 20
FPenicillium expansum B932 01
FPepicillium glabrum A1215 13

Tableau 9. Action antibiotique de Sa. algeriensis contre les bactéries
et les champignons sur milieu ISP2par la méthode des stries croisées.

Note: Les valeurs représentent les zones d’inhibition entre le bord de I'actinomycéte et
ceux des microorganismes-cibles.
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Figure 8. Action antibiotique de Sa. algeriensis (S.a.)contre
F.o. albedinis (1) et F.o. lini (2) par la méthode des stries croisées.

Note: Stries croisées: mesure de la zone d’inhibition (en mm) entre le bord de
I'actinomyceéte et celui du germe-cible.
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Il.- CINETIQUES DE PRODUCTION DES
ANTIBIOTIQUES DE SACCHAROTHRIX ALGERIENSIS
SUR MILIEU SEMI-SYNTHETIQUE EN FONCTION DES
ACIDES ORGANIQUES ET DES ACIDES AMINES

Des cinétiques de croissance et de production des antibiotiques sont réalisées pendant
10 jours d’incubation & 30°C sur milieu semi-synthétique (SS) témoin (sans précurseurs)
et sur milieu SS additionné d’acides organiques (valérique, sorbique et cinnamique) et
d’acides aminés (cystine et arginine). Au cours de la fermentation, I'évolution du poids sec
du mycélium, du pH du milieu et de I'activité antimicrobienne est suivie quotidiennement.
Les antibiotiques produits par I'actinomyceéte ont été dosés par HPLC analytique sur colonne

C18 du 15" au 10°™€ jour d'incubation.
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1.- Résultats

1.1.- Evolution de la biomasse

La figure 9 présente les cinétiques de croissance de Sa. algeriensis dans le milieu SS témoin
et en présence d’acides organiques et d’acides aminés ajoutés.

L'observation de ces cinétiques montre la présence d’une croissance diauxique, a
'exception du milieu SS + cystine. La croissance de Sa. algeriensis peut ainsi étre
subdivisée en plusieurs phases.

La croissance débute par une courte phase exponentielle, d’'une durée de 24 h en
général et qui peut parfois durer 48 h (cas du milieu SS + acide valérique). Une phase
de ralentissement peut parfois étre observée entre 24 et 48 h (SS + acide sorbique)
ou entre 48 et 72 h (SS + acide valérique ou cystine). La biomasse obtenue durant
cette phase est généralement plus importante en présence d’acides organiques et
aminés par rapport au milieu témoin.

Une phase stationnaire est ensuite observée (sauf dans le cas de la cystine) d’une
durée de 24 h (ou 48 h pour SS + acide cinnamique).
eme |, g8me g 1o 4&Me

Une seconde phase exponentielle a lieu aprés le 2 jour

eme

selon les cas. La biomasse maximale est obtenue le 3 jour aprés ajout de

cystine (0,75 g/L), le 5éme jour pour le témoin (0,65 g/L) et les milieux SS + acide

cinnamique (0,50 g/L) et SS + acide sorbique (0,70 g/L), et enfin, le 6éme jour dans
les milieux SS + acide valérique (0,45 g/L) et SS + arginine (0,65 g/L).

Une deuxiéme phase stationnaire est notée mais uniquement dans le milieu SS +
arginine.

Une phase de déclin d’'une durée de 2 a 5 jours est observée, d’abord lente puis
brusque dans le cas du témoin ou au contraire, brusque puis lente aprés ajout de
certains acides organiques et de cystine.

La fermentation s’achéve de nouveau par une phase stationnaire (ttmoin ou aprés
ajout de cystine) ou une phase stationnaire suivie d’'une autre phase de déclin (pour
les autres cas).
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Figure 9. Evolution de la biomasse sur milieu SS au cours de la
culture de Sa. algeriensis NRRL B-24137 dans le milieu témoin (sans
acides) et apres ajout d’acides organiques (a) et d’acides aminés (b).

1.2.- Evolution du pH

Dans tous les cas, le pH augmente sensiblement (de 7 a 8 - 8,3) durant les premiéres 24 h
(premiére phase exponentielle), pour plus au moins se stabiliser (pH entre 8 et 8,5) jusqu’au
8éme
10).

jour avant de diminuer légérement dans certains milieux (pH entre 7,7 et 8,2) (Figure
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Figure 10. Evolution du pH sur milieu SS au cours de la culture
de la souche de Sa. algeriensis NRRL B-24137 dans le milieu
témoin et aprés ajout d’acides organiques (a) et d’acides aminés (b).

1.3.- Evolution de I’activité antimicrobienne

Les microorganismes-cibles choisis sont Bacillus subtilis (activité antibactérienne) et Mucor
ramannianus (activité antifongique). La mesure des diamétres d’inhibition (en mm) est
effectuée par la méthode des puits (y compris le diamétre du puits = 9 mm) (Figure 11).

Les résultats illustrés sur la figure 12montrent que l'activité antibactérienne ne débute
eme

qu’au geme jour pour le témoin et dés le 4 jour en présence d’acide valérique, d’acide

sorbique et de cystine. En revanche elle n'apparait qu’'a partir du 7emejour en présence

d’acide cinnamique et d’arginine. Cette activité est maximale entre le 7°M€ et e M€ jour
selon les fermentations et est meilleure en présence d’acides organiques et d’'acides aminés
(par rapport au témoin) sauf en présence d’acide cinnamique.
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L'activité antifongique ne débute qu’au 7eme jour pour le témoin. Cependant, son
apparition en présence des acides organiques et aminés dépend de la nature du composé
ajouté: otme jour en présence d’arginine, 3eme jour en présence d’acide sorbique, 4eme
jour en présence d’acide valérique et cystine et 7e€me jour en présence d’acide cinnamique.
Le maximum de production est atteint aprés huit jours de fermentation dans le témoin et
eme ot le 9éme

Nous remarquons que l'activité antimicrobienne est majoritairement plus intéressante
aprés I'addition des précurseurs (acides organiques et aminés) que dans le milieu témoin
(sans précurseurs).

entrele 7 jour en présence des acides organiques et des acides aminés.

Figure 11. Activité antibactérienne et antifongique contre
Bacillus subtilis (BS) et Mucor ramannianus (Mr) respectivement,
par la méthode des puits, aux jours 7, 8, 9 et 10 de fermentation.
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Figure 12. Cinétique des activités antibactériennes et antifongiques
sur milieu SS témoin et apres ajout des acides organiques et
aminés chez Sa. algeriensis. Bs: B. subtilis, Mr: Mucor ramannianus.

1.4.- Dosage des dithiolopyrrolones par HPLC analytique et cinétique de
production

Les dithiolopyrrolones produites par Sa. algeriensis dans le milieu SS témoin et aprés
addition d’acides organiques et aminés ont été dosées par HPLC analytique sur colonne
C18 en phase inverse.

Pour calculer la concentration des dithiolopyrrolones, nous avons établi une courbe
d’étalonnage en fonction de I'air du pic correspondant (chapitre Il: paragraphe 2.2.1.4). Nous
avons réalisé trois gammes. Les courbes d’étalonnage obtenues sont illustrées sur la figure
13.

Les concentrations de différentes dithiolopyrrolones produites sont calculées a partir
de la formule suivante: concentration = air du pic/coefficient de réponse.
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Le coefficient de réponse de la thiolutine est déterminé a partir de I'analyse des trois
gammes distinctes: 28998 + 37893 + 31911 = 32934 uV.min/ug.
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Figure 13. Courbes d’étalonnage pour le dosage de la thiolutine par HPLC (a 390 nm)
déterminées en considérant l'aire du pic de la pyrrothine en fonction de sa concentration.

1.4.1.- Cinétique de production des dithiolopyrrolones dans le milieu SS
témoin

La figure 14 montre le profil d’élution en HPLC analytique des dithiolopyrrolones produites
par Sa. algeriensis dans le milieu SS témoin. Six dithiolopyrrolones sont détectées.
L'identification de cinq d’entre elles a été faite grace a leurs temps de rétention et a leurs

spectres UV-visible (donnés par le détecteur a barrettes de diode de 'HPLC), en se basant
sur les travaux de Lamari et al. (2002a,b), Bouras (2005) et Lamari (2006).

Cing dithiolopyrrolones sont identifiées a la thiolutine (temps de rétention = TR = 12,5
min), l'isobutyryl-pyrrothine ou ISP (TR = 17,02 min), la butanoyl-pyrrothine ou BUP (TR =
17,80 min), la tigloyl-pyrrothine ou TIP (TR = 18,68 min) et la sénécyoyl-pyrrothine ou SEP
(TR = 19,09 min).

Une sixieme pyrrothine notée AJOt, a structure non encore déterminée, est détectée
juste avant la thiolutine, & un temps de rétention de 12,03 min.

Le pic majoritaire est celui de la thiolutine, suivi de la SEP, de la BUP puis de AJO.

Nous remarquons I'existence d’autres pics, a I'état de traces, et qui semblent aussi étre
des dithiolopyrrolones (TR entre 12 et 14 min et entre 20 et 22 min).

Les résultats illustrés sur la figure 15, montre la cinétique de production des
dithiolopyrrolones (AJOt, thiolutine, ISP, BUP, TIP et SEP) par Sa. algeriensis dans le milieu
SS témoin. Cette production débute dés le 3eme
eme

jour de fermentation et augmente avec le

temps pour atteindre un maximum entre le 8 etle Qemejour d’'incubation. Les quantités

obtenues, au jour optimal, sont de 0,89 mg/L pour la thiolutine, 0,64 mg/L pour la SEP, 0,22
mg/L pour la TIP, 0,09 mg/L pour AJOt et 0,01 mg/L pour I'lSP et la BUP.

La production des dithiolopyrrolones débute durant la seconde phase exponentielle
(entre le 2éme etle 5éme jour). Elle se poursuit durant la phase de déclin (entre le 5éme
etle 8éme jour) pour atteindre des maxima durant la phase stationnaire (entre le 8éme et
le 10°™M€

jour) qui suit la phase de déclin.
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Figure 14. Profil d’élution en HPLC analytique (longueur
d’onde A = 390 nm) montrant la présence des dithiolopyrrolones
synthétisées par Sa. algeriensis dans le milieu SS témoin.
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Figure 15. Cinétiques de production des dithiolopyrrolones
produites par Sa. algeriensis dans le milieu SS témoin.

(a): Evolution de la biomasse. (b): Dithiolopyrrolones détectées dans le milieu SS
témoin

1.4.2.- Cinétique de production des dithiolopyrrolones dans le milieu SS
additionné d’acide valérique
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Aprés addition de I'acide valérique au milieu SS, les dithiolopyrrolones AJO (notée AJOv),
thiolutine, TIP et SEP sont également détectées (avec des traces de BUP et absence de
I'ISP). Cependant, de nouveaux pics de dithiolopyrrolones (identifiées grace a leur spectres
UV-visible) sont apparus a des temps de rétention différents; les nouvelles molécules
détectées sont PR3 (TR = 13,92 min), PR4 (TR = 16,84 min) et PR7 (TR = 19,33 min) qui
est majoritaire (Figure 16).

La figure 17 montre les cinétiques de production des dithiolopyrrolones déja détectées
auparavant dans le milieu SS témoin (Figure 17b) et des dithiolopyrrolones nouvellement
apparues en présence d’acide valérique (Figure 17c¢).
Les maxima de production sont obtenus le 5eMe
L) et la SEP (0,27 mg/L), le 5°™M€ et le 8™ jour pour la TIP (0,17 mg/L et 0,16 mg/L

respectivement) et le 8éme jour pour AJOv (0,20 mg/L).

jour pour la thiolutine (0,77 mg/

Ces maxima correspondent a la seconde phase exponentielle de croissance de Sa.
algeriensis (en présence d’acide valérique) pour la thiolutine, la SEP et a un degré moindre
la TIP, et a la phase stationnaire pour AJOv.

La production des trois nouvelles dithiolopyrrolones est tardive. Les maxima ne sont

obtenus qu’au 8éme jour: 1,31 mg/L pour PR7 (majoritaire), 0,35 mg/L pour PR4 et 0,25

mg/L pour PR3.

Les maxima sont dans ce cas notés durant la phase stationnaire.
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Figure 16. Profil d’élution en HPLC analytique (A = 390 nm)

montrant la présence des dithiolopyrrolones synthétisées par
Sa. algeriensis aprés ajout d’acide valérique dans le milieu SS.
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Figure 17. Cinétiques de production des dithiolopyrrolones produites
par Sa. algeriensis dans le milieu SS apres addition d’acide valérique.

(a): Evolution de la biomasse. (b): Dithiolopyrrolones déja détectées dans le milieu SS
témoin. (c): Nouvelles dithiolopyrrolones apparues aprés addition d’acide valérique.

1.4.3.- Cinétique de production des dithiolopyrrolones dans le milieu SS
additionné d’acide sorbique

Aprés addition d’acide sorbique au milieu de culture, les dithiolopyrrolones déja présentes
dans le milieu SS témoin (AJOs, thiolutine, BUP, ISP, TIP et SEP) sont également détectées.
Cependant, cinq nouvelles dithiolopyrrolones sont apparues: PR2 (TR = 14,02 min), PR8
(TR =19,40 min), PR9 (TR = 19,72 min), PR10 (TR = 20,10 min) et PR11 (TR = 20,92 min)
(Figure 18).

La figure 19 montre les cinétiques de production des dithiolopyrrolones déja détectées

auparavant dans le milieu SS témoin et des dithiolopyrrolones nouvellement apparues en
présence d’acide sorbique.
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Tout comme dans le cas de l'acide valérique, la production de certaines anciennes
dithiolopyrrolones (AJOs, thiolutine, SEP et TIP) est précoce et celle des nouvelles
dithiolopyrrolones, tardive.

Les maxima de production sont notés le 4éme jour pour la thiolutine (0,29 mg/L), la
SEP (0,22 mg/L), la TIP (0,08 mg/L) et AJOs (0,03 mg/L), ce qui coincide avec la premiére

phase stationnaire de croissance. La production est tardive (au 7éme jour) pour 'SP (0,06
mg/L) et la BUP (0,25 mg/L). La production de cette derniére est nettement favorisée par
rapport au milieu témoin et au milieu avec acide valérique.

Les maxima de production de toutes les nouvelles dithiolopyrrolones sont obtenus

(comme pour 'acide valérique) au SéWIe jour: 0,21 mg/L pour PR8, 0,13 mg/L pour PR9,
0,09 mg/L pour PR10, 0,08 mg/L pour PR2 et 0,06 mg/L pour PR11. Ces maxima coincident
avec la seconde phase stationnaire.
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Figure 18. Profil d’élution en HPLC analyt/que (/\ =390 nm)
montrant la présence des dithiolopyrrolones synthétisées par
Sa. algeriensis aprés ajout d’acide sorbique dans le milieu SS.
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Figure 19. Cinétiques de production des dithiolopyrrolones produites
par Sa. algeriensis dans le milieu SS aprés addition d’acide sorbique.

(a): Evolution de la biomasse. (b): Dithiolopyrrolones déja détectées dans le milieu SS
témoin. (c): Nouvelles dithiolopyrrolones apparues aprés addition d’acide sorbique.

1.4.4.- Cinétique de production des dithiolopyrrolones dans le milieu SS
additionné d’acide cinnamique

L'addition d’acide cinnamique au milieu de culture a induit I'apparition d’une nouvelle
molécule nommée PR5 a un temps de rétention de 19,27 min (Figure 20). Elle est produite
a une concentration maximale de 0,93 mg/L au geéme jour; cette concentration reste stable
jusqu’au dixiéme jour. Nous notons aussi une production de AJOc, de thiolutine, de la SEP

eme jour), 0,55 mg/L et
0,39 mg/L (au gtme jour) et 0,25 mg/L (au geme jour) respectivement (Figure 21).

et de la TIP a des concentrations maximales de 0,19 mg/L (au 7
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Les maxima de production de toutes les dithiolopyrrolones (anciennes et nouvelle) sont
obtenus dans ce cas assez tardivement (aprés 7 a 8 jours), ce qui coincide avec la phase
stationnaire de croissance qui fait suite a la phase de déclin. L'ISP et la BUP sont soient
absentes, soient produites a 'état de trace.
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Figure 20. Profil d’élution en HPLC analytique (A = 390 nm)
montrant la présence des dithiolopyrrolones synthétisées par Sa.
algeriensis apres ajout d’acide cinnamique dans le milieu SS.
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Figure 21. Cinétiques de production des dithiolopyrrolones produites
par Sa. algeriensis dans le milieu SS aprés addition d’acide cinnamique.

(a): Evolution de la biomasse. (b): Dithiolopyrrolones déja détectées dans le milieu SS
témoin. (c): Nouvelle dithiolopyrrolone apparue aprés addition d’acide cinnamique.

1.4.5.- Cinétique de production des dithiolopyrrolones dans le milieu SS
additionné de cystine

L’addition de cystine au milieu de culture a induit 'apparition de deux nouveaux pics, Cyst1
et Cyst2, a des temps de rétention de 11,19 et 11,73 min respectivement (Figure 22). Ces
deux molécules se distinguent de AJO (détectée dans les autres milieux et présentant un
temps de rétention voisin) par leurs spectres UV-visibles. Les molécules Cyst1 et Cyst2
eme

sont produites a des concentrations maximales de 0,21 mg/L (au 4 jour) et 0,26 mg/

L (au geme jour) respectivement. La concentration maximale de la thiolutine (1,06 mg/L) a
été augmentée par rapport au témoin, tandis que les concentrations maximales de la SEP
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(0,4 mg/L) et de la TIP (0,13 mg/L) ont été diminuées (Figure 23). Nous notons I'absence
de I'ISP et de la BUP.

Les productions maximales de toutes les dithiolopyrrolones (entre le 4°ME ot |g g®M€
jours) coincident avec la phase de déclin qui est assez lente.
i : 3 - SEP
Cystine(02-11-07)_1.DATA [2] - ... : RT [min]
20000007 Cysiz
(11.73)
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(11.13)
1000 000 \, TIP
500 000 |
D |_ ..l""" IL-I"'_""‘—\—"I_..F\_,'HIr ry

Figure 22. Profil d’élution en HPLC analytique (A = 390
nm) montrant la présence des dithiolopyrrolones synthétisées
par Sa. algeriensis apres ajout de cystine dans le milieu SS.
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Figure 23. Cinétiques de production des dithiolopyrrolones
produites par Sa. algeriensis dans le milieu SS aprés addition de cystine.

(a) : Evolution de la biomasse. (b): Dithiolopyrrolones déja détectées dans le milieu SS
témoin. (c): Nouvelles dithiolopyrrolones apparues aprés addition de cystine.

1.4.6.- Cinétique de production des dithiolopyrrolones dans le milieu SS
additionné d’arginine

Les résultats illustrés sur la figure 24 montrent I'apparition de trois nouveaux pics aprées
addition d’arginine, qui ont un temps de rétention proche de la thiolutine (absente dans
ce cas) mais qui se distinguent par leur spectre UV-visible. Ces nouvelles molécules
sont Arg2 (TR = 12,82 min), Arg3 (TR = 12,90 min) et Arg4 (TR = 13,08 min) avec des
concentrations maximales de 0,91 mg/L, 1,61 mg/L et 0,28 mg/L respectivement au g®me
jour de fermentation. Nous remarquons aussi la production des dithiolopyrrolones AJOa,
SEP et TIP avec des concentrations maximales de 0,20, 0,22 et 0,16 mg/L respectivement,
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em
au 9°Me
déja signalé.

jour de fermentation (Figure 25), et 'absence de la thiolutine, comme nous I'avons

Les productions maximales de toutes les dithiolopyrrolones coincident avec la phase

stationnaire de croissance de Sa. algeriensis .
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Figure 24. Profil d’élution en HPLC analytique (A = 390 nm), montrant la présence des
dithiolopyrrolones synthétisées par Sa. algeriensis aprés ajout d’arginine dans le milieu SS.
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Figure 25. Cinétiques de production des dithiolopyrrolones
produites par Sa. algeriensis dans le milieu SS aprés addition d’arginine.

(a) : Evolution de la biomasse. (b): Dithiolopyrrolones déja détectées dans le milieu SS
témoin. (c): Nouvelles dithiolopyrrolones apparues aprés addition d’arginine.

2.- Discussion

Les courbes de croissance de Sa. algeriensis dans le milieu SS témoin et en présence des
acides organiques et aminés ajoutés se caractérisent par le phénoméne de diauxie avec
une présence de deux phases exponentielles et une phase de déclin. Ce phénomeéne, décrit
par Lee et al. (2003), correspond au temps d’adaptation des microorganismes aux nouvelles
conditions de culture. Il est généralement observé dans les milieux comportant deux sources
de carbone osidique, le glucose et le lactose ou le galactose ou encore le xylose (Prescott et
al., 2002). Cependant, il peut parfois se manifester dans des cultures avec une seule source
osidique et une source azotée. Strub (2008) a montré que la croissance de Sa. algeriensis
est diauxique sur un mélange de substrats. Les acides aminés (en particulier ceux chargés
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négativement et ceux de faible poids moléculaire) sont dans un premier temps préférés
par I'actinomycéte pour sa croissance. Ces acides aminés sont utilisés au cours de la
premiere phase exponentielle et le glucose, majoritairement au cours de la deuxieme phase
exponentielle. Le méme résultat a été obtenu dans nos expériencesavec Sa. algeriensis,
ce qui confirme le phénoméne de diauxie chez cette souche d’actinomycéte.

Les cinétiques de croissance et de production des dithiolopyrrolones par Sa. algeriensis
dans le milieu SS témoin et en présence des acides organiques et aminés ajoutés montrent
que les maxima de production des dithiolopyrrolones sont obtenus au cours de la phase

stationnaire qui fait suite a la phase de déclin (entre le 7M€ et1e 10°M€ jour). Les travaux

de Strub (2008) ont montré que la production de la thiolutine apparait découplée de la
croissance et interviendrait aprés un ralentissement significatif de la croissance, le maximum
étant obtenu en phase stationnaire. La production des métabolites secondaires (dont les
dithiolopyrrolones) est sous l'influence du métabolisme primaire (Drew et Demain, 1977).

Dans tout les cas, le pH du milieu SS de Sa. algeriensis devient alcalin au cours des
fermentations (avec ou sans acides organiques et aminés). Cette alcalinisation a lieu surtout

durant les 24 premiéres heures. Les variations du pH deviennent faibles au dela du 18"

jour (entre J1 et J10). Le CaCO3 présent dans le milieu SS joue un réle de tampon. Il

empéche les écarts importants et défavorables qui peuvent surgir sur la valeur du pH.
Plusieurs travaux ont rapporté I'utilisation bénéfique du CaCO3 en fermentation par les

actinomyceétes, entre autre le genre Saccharothrix (Isshiki et al., 1989; Igarashi et al., 1997,
Lamari et al., 2002a). L’évolution basique du pH semble étre due a la dégradation des acides
aminés présents dans I'extrait de levure, qui sont désaminés pour libérer de 'ammonium.
L'accumulation de ce dernier provoque a la basification du milieu. De telles constatations
ont été énoncées par Strub (2008) pour expliquer 'augmentation du pH dans la culture de
Sa. algeriensis.

Les courbes de suivie des activités antimicrobiennes montrent une activité
antibactérienne et une activité antifongique dans le milieu SS témoin. Ces activités dans
les milieux additionnés d’acides organiques et d’acides aminés sont plus importantes que
celles du témoin, ce qui suggére la production d’'une plus grande quantité d’antibiotiques.

Dans le milieu SS additionné d’acide valérique I'activité antimicrobienne est maximale
les 76M€_géMe jours, ce qui correspond en fait a une production maximale des nouvelles
dithiolopyrrolones induites par I'addition d’acide valérique, et qui sont PR3, PR4 et PR7, et

aussi AJO.

Dans le milieu SS additionné d’acide sorbique, I'activité antimicrobienne maximale,
notée entre les 7°M€.9®Me jours, correspond a une bonne production des nouvelles
dithiolopyrrolones (PR2, PR8, PR9, PR19 et PR11) avec un maximum de production au
geme jour de fermentation. D’autres dithiolopyrrolones (sécrétées dans le t¢émoin) sont aussi
produites durant cette période avec des concentrations moyennes.

Dans le milieu SS additionné d’acide cinnamique, I'activité antimicrobienne est tardive.
Elle débute le 7°™M€ jour de fermentation et atteint son maximum le gtme jour. Cette
bonne activité correspond a une concentration élevée de la nouvelle dithiolopyrrolone PRS.
D’autres dithiolopyrrolones (sécrétées déja dans le milieu témoin) sont produites durant la

méme période, mais a des concentrations moins importantes.
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Dans les milieux SS additionnés de cystine et d’arginine, les activités antimicrobiennes
intéressantes correspondent également a des concentrations élevées des nouvelles
dithiolopyrrolones produites par Sa. algeriensis.

Les corrélations observées entre les activités antimicrobiennes et la production des
nouvelles dithiolopyrrolones montrent I'implication de ces derniéres dans 'activité contre les
deux microorganismes-cibles utilisés, a savoir, Bacillus subtilis et Mucor ramannianus. Les
concentrations minimales inhibitrices de chaque nouvelle dithiolopyrrolone contre plusieurs
microorganismes seront ultérieurement déterminées.

Les cinétiques de production ont montré que les nouvelles dithiolopyrrolones sont
généralement produites tardivement par rapport aux anciennes (sécrétées dans le milieu
SS témoin). Les précurseurs (acides organiques et acides aminés) additionnés au milieu
SS joueraient donc dans un premier temps un réle dans la croissance de Sa. algeriensis et
dans un deuxiéme temps dans le production des nouvelles dithiolopyrrolones.

La production des anciennes dithiolopyrrolones (présentes dans le milieu SS témoin)
est induite deux fois au cours des cinétiques (les premiers et les derniers jours de
fermentation). Strub (2008) a rapporté que la production de thiolutine est induite plusieurs
fois, en condition de culture batch, a cause de I'utilisation séquentielle des substrats par le
microorganisme. Selon cet auteur, chaque ralentissement de la croissance (provoqué par
une limitation nutritionnelle ou un stress divers) de Sa. algeriensis provoquerait la production
de la thiolutine.

Les courbes de cinétique de production ont montré que I'ajout de précurseurs (acides
organiques et acides aminés) augmente la production de certaines dithiolopyrrolones
sécrétées dans le milieu SS témoin et défavorise la production d’autres. Ainsi, I'addition
de cystine a une concentration de 5 mM a augmenté la production de la thiolutine, mais
a diminué les concentrations de la SEP et la TIP. Les mémes résultats ont été obtenus
par Bouras (2005) qui a signalé que la production spécifique maximale de la thiolutine
est enregistrée en présence de cystine (5 mM), alors que I'addition de cystéine (a 5 mM)
et de cystine (& 10 mM) a augmenté d’une fagon remarquable la production spécifique
de la SEP, de la TIP, de I'ISP et de la BUP. Furumai et al. (1982) ont rapporté que la
cystine ajoutée comme précurseur peut étre transformée en pyrrothine (le noyau de base
des dithiolopyrrolones) chez Streptomyces kasugaensis. Slininger et Jackson (1992) ont
rapporté que I'addition de la cystine stimule fortement la production de la phénazine-1-acide
carboxylique (antibiotique hétérocyclique azoté) chez Pseudomonas fluorescens.

Pour I'effet des acides organiques sur la production des dithiolopyrrolones sécrétées
dans le milieu SS témoin (thiolutine, SEP, TIP, ISP, BUP et AJO), nous remarquons que les
trois acides organiques ajoutés ont diminué la quantité de ces antibiotiques, a I'exception
de la production de AJO qui a été augmentée par I'addition d’acide valérique et d’acide
cinnamique, la TIP qui a été augmentée par I'addition d’acide cinnamique et la BUP et
I'ISP qui ont été aussi augmentées par I'addition d’acide sorbique. Bouras (2005) a signalé
que I'acide tiglique et I'acide butyrique (a 2,5 mM) favorisent fortement la production de la
TIP et de la BUP, respectivement. Ces résultats concordent aussi avec ceux cités pour la
production des monensines A et B chez Streptomyces cinnamonensis, des antibiotiques
APHE-1 et APHE-2 chez S. griseocarneus, de I'érythromycine chez S. erythreus et de la
spiramycine chez S. ambofaciens. Ces antibiotiques ont été tous favorisés par le propionate
et le butyrate comme précurseurs (Raczynska-Bojanowska et al., 1973; PospiSil et al., 1985;
Khaoua et al., 1991; Cruz et al., 1999).



Chapitre Ill : Résultat et Discussion

Bouras (2005) a constaté que la production des dithiolopyrrolones dépend de la
concentration des acides organiques ou des acides aminés utilisés. D’'une maniére
générale, cette production est diminuée lorsque la concentration de n'importe quel substrat
(acide aminé ou acide organique) est augmentée. Plusieurs auteurs ont constaté I'effet
négatif des fortes concentrations de sources d’azote (acides aminés ou sels d’ammonium)
sur la production des antibiotiques, comme la céphamycine C chez Streptomyces
clavuligerus (Lebrihi, 1988), la thi€énamycine chez S. cattleya (Lilley et al., 1981), le
chloramphénicol chez S. venezuelae (Shapiro, 1989) et la tylosine chez S. fradiae (Tanaka
et al., 1985).

Cet effet négatif sur la production des antibiotiques en présence de concentrations
élevées des substrats ajoutés peut étre di a la répression ou a l'inhibition d’'une ou de
plusieurs enzymes responsables de la biosynthése des dithiolopyrrolones. Dans ce cas,
'effet de 'ammonium pourrait par exemple étre mis en cause (Drew et Demain, 1977;
Shapiro, 1989). Plusieurs chercheurs ont rapporté des exemples de I'effet négatif sur la
répression d’une ou de plusieurs enzymes de la voie de biosynthése des antibiotiques,
comme la répression de I'expandase (déacétoxycéphalosporine C synthétase) et de la
cyclase (isopénicilline N synthétase) par I'ammonium chez S. clavuligerus producteur
de la céphamycine C (Brana et al., 1985; Lebrihi, 1988), ou encore de la glutamate
déshydrogénase, de la glutamine synthétase, de la valine déshydrogénase (VDH), de la
thréonine déshydratase et de l'alanine déshydrogénase (Aharonowitz et Demain, 1979;
Lebrihi et al., 1992; Lounes et al., 1995). Cette répression est d’autant plus grande que
la concentration d’ammonium est plus élevée. De méme, I'excés de la source employée
pourrait entrainer une répression de la transcription ou de la traduction des génes codant
pour la biosynthése d’une ou de plusieurs enzymes de la voie de biosynthése.

Les cinétiques de production des dithiolopyrrolones montrent aussi que l'ajout des
acides organiques et des aminés comme précurseurs au milieu de culture SS a une
concentration de 5 mM, permet a Sa. algeriensis de produire de nouvelles molécules
différentes de celles produites dans le milieu SS témoin. Ces molécules, matérialisées par
I'apparition de nouveaux pics détectés par HPLC analytique, ont des temps de rétention
différents de ceux des dithiolopyrrolones produites dans le milieu SS témoin et avec des
spectres UV-visible légérement différents.

La production des dithiolopyrrolones par Sa. algeriensis est donc influencée
quantitativement et qualitativement selon la nature et la concentration des acides aminés
ou des acides organiques utilisés. Les nouvelles molécules apparues seront purifiées par
HPLC semi-préparative afin d’étudier leurs caractéristiques spectroscopiques et déterminer
leur structure.

lll.- PRODUCTION, EXTRACTION ET PURIFICATION
DES NOUVELLES DITHIOLOPYRROLONES INDUITES
PAR L’AJOUT DE PRECURSEURS CHEZ SA.
ALGERIENSIS

1.- Résultats
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1.1.- Production des dithiolopyrrolones

Le milieu de culture choisi pour la production des dithiolopyrrolones chez Sa. algeriensis est
le milieu semi-synthétique (SS). Des cultures en Erlenmeyers de 500 ml sur milieu SS sans
précurseurs (témoin) ou aprés I'ajout de précurseurs (acides organiques et acides aminés a
une concentration de 5 mM) sont entreprises, afin de recueillir le maximum de culture. Ainsi,
12 a 20 L de culture de chaque essai ont été obtenus. L'extraction des dithiolopyrrolones a
partir des filtrats de cultures est effectuée le jour de I'activité maximale, déterminé lors des
expériences antérieures. Durant l'incubation, la couleur des milieux de cultures initialement
beige-brunatre clair, vire vers le jaune a la suite de la production du pigment bioactif jaune vif.

1.2.- Extraction des dithiolopyrrolones

L'extraction des dithiolopyrrolones a été effectuée a partir des filtrats de culture en utilisant
le dichlorométhane, tel que décrit par Lamari (2006). Aprés extraction avec ce solvant et
déshydratation avec le sulfate de sodium anhydre, les phases organiques obtenues sont
évaporées a sec a I'aide d’un évaporateur rotatif. Les extraits bruts obtenus ont un aspect
poudreux de couleur jaune vif a jaune orangé vif.

1.3.- Mise en évidence des dithiolopyrrolones par bioautographie

Une bioautographie a été effectuée pour localiser les antibiotiques. Pour cela, nous avons
réalisé une chromatographie sur couche mince des extraits brut en utilisant le systéme
de solvants "acétate d’éthyl-méthanol" ou AM (100-15 v/v). Tous les extraits ont montré la
présence de deux taches visibles a I'oeil nu, de couleur jaune vif. Elles sont dénommés AJ
pour la tache la plus basse (Rf = 0,52) et PS pour celle du dessus (Rf = 0,59). La tache AJ
apparait plus intense que PS et semble de ce fait présente en plus grande quantité (Figure
26). Selon Lamari (2002b et 2006), dans I'extrait brut sans précurseurs (témoin), la tache
AJ correspond a un seul antibiotique (la thiolutine), tandis que la tache PS représente un
complexe de plusieurs antibiotiques.

La réalisation des bioautographies en utilisant les microorganismes-cibles Mucor
ramannianus et Bacillus subtilis, a montré que dans tous les cas, les zones actives ne sont
détectées qu’autour des deux taches AJ et PS. Aucune autre tache active n’a de ce fait
éteé notée.
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Figure 26. Schéma montrant la bioautographie de I'extrait
au dichlorométhane du filtrat de culture de Sa. algeriensis.

Note: Les taches grises représentent des impuretés inactives.

1.4.- Semi-purification des dithiolopyrrolones

Le développement des extraits bruts (spotés en traits continus) par le systéme de solvants
AM, en utilisant des plaques épaisses de gel de silice, a permis d’obtenir dans chaque extrait
deux bandes, AJ et PS facilement repérables par leur couleur jaune vif et leur Rf (Figure
27). Des bandes sont délimitées, grattées avec la silice et récupérées séparément. Les
deux produits de chaque culture sont ensuite désorbés au méthanol, filtrés, séchés, puis
analysés par HPLC pour la poursuite de la purification.
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Front du
solvant

Figure 27. Semi-purification des bandes actives AJ et
PS de Sa. algeriensis sur plaques épaisses de gel de silice.

1.5.- Purification des nouvelles dithiolopyrrolones induites pas addition
d’acides organiques et aminés par HPLC semi-préparative

Des conditions analytiques et semi-préparatives sont utilisées respectivement pour la
détection et la purification des nouvelles dithiolopyrrolones induites par I'ajout d’acides
organiques et d’acides aminés.

Dans le cas de l'utilisation d’'une colonne C18 semi-préparative, I'extrait sec est
tout d’abord humecté avec du méthanol puis solubilisé dans du dichlorométhane (pour
accroitre sa solubilité) avant d’étre injecté dans le systtme HPLC. La phase mobile est
constituée par une solution de méthanol-eau avec un gradient qui differe selon I'extrait
purifié. En effet, chaque extrait nécessite une mise au point particuliére pour bien séparer
les dithiolopyrrolones entre elles. Le débit utilisé est 2 ml/min et la détection se fait
simultanément a des longueurs d’ondes de 220 nm et 390 nm. A 220 nm, tous les composés
sont détectés, ce qui permet de purifier les dithiolopyrrolones en évitant les contaminants
inactifs. A 390 nm, seuls les dithiolopyrrolones, de couleur jaune, sont détectées, ce qui
permet de bien les visualiser et de les distinguer des autres produits.

1.5.1.- Dithiolopyrrolones produites dans le milieu SS témoin

Le profil d’élution en HPLC semi-préparative des dithiolopyrrolones sécrétées par Sa.
algeriensis dans le milieu SS témoin est présenté dans la figure 28.

Lamari (2002b et 2006) a déterminé les structures chimiques des dithiolopyrrolones
présentes dans I'extrait témoin: la thiolutine (AJ), l'isobutyryl-pyrrotine (ISP), la butanoyl-
pyrrothine (BUP) et la tigloyl-pyrrothine (TIP). La structure chimique de I'antibiotique AJOt
qui est présent en trés petite quantité, n’a pas été déterminée.
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Figure 28. Profil d’élution en HPLC semi-préparative
de l'extrait brut au dichlorométhane effectué a partir d’une
culture témoin (sans précurseurs) de Sa. algeriensis.

Note: - I'extrait a été solubilisé dans un mélange méthanol-dichlorométhane. - La
colonne utilisée est de type C18 semi-préparative. - Détection a 390 nm. - le profil se lit
de droite a gauche.

1.5.2.- Purification des nouvelles dithiolopyrrolones induites par I’ajout de
I’acide valérique

Pour mieux séparer les dithiolopyrrolones, le gradient de la phase mobile a été modifié:
gradient continu de 50 & 100% méthanol-eau pendant 30 min. Ce gradient a été choisi aprés
plusieurs essais préliminaires.

Le chromatogramme obtenu a partir de I'extrait additionné d’acide valérique montre
I'apparition de trois nouveaux pics par rapport a I'extrait témoin: PR3 a un temps de rétention
de 13’85”, PR4 a un temps de rétention de 25’02” et PR7 a un temps de rétention de 28°37”.
(Figure 29).
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Les fractions PR3 et AJOv sont colorées en jaune et PR4 et PR7, en jaune orangé.
Toutes ces fractions sont fortement actives contre B. subtilis et M. ramannianus. Elles sont
recueillies séparément et séchées au rotavapor.

Les fractions AJOv, PR3, PR4 et PRY7 sont re-injectées pour les purifier. Le gradient de
la phase mobile est modifié selon la fraction purifiée.

La figure 30 montre la molécule PR7 pure aprés la troisieme injection.
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Figure 29. Profil d’élution en HPLC semi-préparative de I'extrait au
dichlorométhane a partir d’une culture de Sa. algeriensis contenant de I'acide valérique.

Note: - Les nouvelles dithiolopyrrolones induites sont PR3, PR4 et PR7 (la quantité de
AJO est augmentée par rapport a la culture témoin).

L'extrait est solubilisé dans un mélange méthanol-dichlorométhane.

La colonne est du type C18 semi-préparative.

La détection se fait a 220 nm (détection des dithiolopyrrolones et d’autres produits
non colorés et inactifs).
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CH2Clo = dichlorométhane (dans lequel ont été solubilisés les antibiotiques).

Le profil se lit de gauche a droite en raison d’'un changement de I'enregistreur de
I'HPLC.
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Figure 30. Profil d’élution en HPLC montrant la purification de la fraction PR7.

Note: - La purification de PR7 est obtenue aprés re-injection de la fraction PR7 obtenue
dans le profil de la figure 30. - Les conditions sont les mémes que celles énoncées dans la
figure 29 (sauf pour le gradient). - CH2Clo = dichlorométhane.

1.5.3.- Purification des nouvelles dithiolopyrrolones induites par I’ajout
d’acide sorbique

Le chromatogramme illustré sur la figure 31 montre que I'ajout d’acide sorbique au milieu
SS a induit 'apparition de nouveaux pics: le complexe A qui sort a un temps de rétention
(TR) de 28'24” et qui semble étre composé de plusieurs molécules (au vu de l'instabilité
de I'absorbance indiquée sur le détecteur de I'appareil HPLC), le complexe B (plusieurs
molécules aussi) qui sort a 100% MeOH (TR = 37’16”) et la nouvelle molécule PR8 (TR
= 36’86").

Une deuxiéme injection des complexes A et B, en changeant les conditions de
séparation, ont montré que le complexe A est composé de trois pics, dont un seul est
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nouveau (nommé PR2), les deux étant la BUP et I'lSP présentes déja dans le témoin. Le
complexe B est composé de trois nouveaux pics: PR9, PR10 et PR11 (Figure 32).

Les fractions PR2, PR8, PR9, PR10 et PR11 sont de couleur jaune orangé. Elles sont
actives contre M. ramannianus et B. subtilis. Elles sont alors purifiées et évaporées a sec.

Le produit AJOs (TR = 14°25”) est aussi recueillie et purifié.

Dans le profil, nous notons également la présence de la thiolutine (AJ), la tigloyl-
pyrrothine (TIP) et la sénécioyl-pyrrothine (SEP), produites aussi dans le milieu SS témoin.

La figure 33 montre les fractions PR2 et PR9 pures.

Complexe A -AJ A
287247 H

Complexe B
ATL6* AT

Injection

40 & 100% de methanol-eau pendant 30 min

Figure 31. Profil d’élution en HPLC semi-préparative de I'extrait au
dichlorométhane a partir d’une culture de Sa. algeriensis contenant de I'acide sorbique.

Note: - I'extrait a été solubilisé dans un mélange méthanol-dichlorométhane. - La
colonne utilisée est de type C18 semi-préparative. - Détection a 390 nm.
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Figure 32. Profil d’élution en HPLC aprés la re-injection des complexes A et B.

Note: - Les conditions sont les mémes que celles énoncées dans la figure 29 (sauf pour
les gradients). CH2Clo = dichlorométhane.
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Figure 33. Profil d’élution en HPLC des fractionsPR2 et PRI purifiées.

Note: - La purification de PR2 et PR9 est obtenue aprés re-injection des fractions
PR2 et PR9 respectivement obtenues dans le profil de la figure 32. - Les conditions sont
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les mémes que celles énoncées dans la figure 29 (sauf pour les gradients). - CH2Clp =
dichlorométhane.

1.5.4.- Purification d’'une nouvelle dithiolopyrrolone induite par I’ajout
d’acide cinnamique

Le chromatogramme illustré sur la figure 34 montre que I'ajout d’acide cinnamique au milieu
SS provoque la production d’'une nouvelle molécule, la PR5, qui sort a un temps de rétention
de 22°68”. Les fractions PR5 et AJOc de couleur jaune sont actives contre M. ramannianus
et B. subtilis. Elles sont alors purifiees et sécher. AJ (thiolutine), SEP, et TIP sont aussi
présentes. La figure 35 montre la fraction PR5 purifiée.
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Figure 34. Profil d’élution en HPLC semi-préparative de I'extrait au dichlorométhane
a partir d’une culture de Sa. algeriensis contenant de I'acide cinnamique.

Note: - La nouvelle dithiolopyrrolones induite est PR5 (la quantité d’AJO est augmentée
par rapport a la culture témoin). - Les conditions sont les mémes que celles énoncées dans
la figure 31 (sauf pour le gradient).
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Figure 35. Profil d’élution en HPLC de la fraction PR5 purifiée.

Note: - La purification de PR5 est obtenue apreés re-injection de la fraction obtenue dans
le profil de la figure 34. - Les conditions sont les mémes que celles énoncées dans la figure
29. - CH92Clp = dichlorométhane.

1.5.5.- Purification des nouvelles molécules induites par I’ajout de cystine

Le chromatogramme obtenu a partir de I'extrait additionné de cystine montre I'apparition de
deux nouveaux pics par rapport a I'extrait t¢émoin: Cyst1 a un temps de rétention de 16'00”
et Cyst2 a un temps de rétention de 18'35” (Figure 36). Les deux nouvelles molécules, de
couleur jaune vif, sont actives contre M. ramannianus et B. subtilis. Elles sont par la suite
purifiées et séchées au rotavapor.

La figure 37 montre la fraction Cyst1 purifiée.

Le produit Cyst2 s’est révélé instable. Lors des re-injections nécessaires pour la
purification, il se décompose en plusieurs produits. Il n’a donc pas été retenu pour la suite
des études.
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Figure 36. Profil d’élution en HPLC semi-préparative de I'extrait au
dichlorométhane a partir d’une culture de Sa. algeriensis contenant de la cystine.

Note: - Les nouvelles dithiolopyrrolones induites sont cyst1 et cyst2 (la fraction cyst2
estinstable). Les conditions sont les mémes que la figure 29 (sauf pour le gradient).
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Figure 37. Profil d’élution en HPLC de la fraction Cyst1.
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Note: - La purification de cyst1 est obtenue aprés re-injection de la fraction obtenue
dans le profil de la figure 36. - Les conditions sont les mémes que celles énoncées dans
la figure 29 (sauf pour les gradients).

1.5.6.- Purification des nouvelles molécules induites par I’ajout d’arginine

Le chromatogramme illustré sur la figure 38 montre I'apparition de trois nouveaux pics: Arg2,
Arg3 et Arg4 a des temps de rétention de 10’85, 10°93” et 11°02” respectivement. Ces trois
molécules sont toutes actives contre M. ramannianus et B. subtilis, elle sont récupérées,
purifiées et séchées. Le produit AJOa est aussi détecté (avecla TIP etla SEP), contrairement
a la thiolutine (absente). Arg2, Arg3 et Arg4 ont des temps de rétention trés proches de la
thiolutine, mais ils différent, comme nous allons le voir ultérieurement, par leur spectre UV-

visible et leur masse.
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Figure 38. Profil d’élution en HPLC semi-préparative de I'extrait au
dichlorométhane & partir d’une culture de Sa. algeriensis contenant I'arginine.

Note: - Les nouvelles dithiolopyrrolones induites sont Arg2, Arg3 et Arg3 (AJO est aussi
produite). - Les conditions sont les mémes que celles énoncées dans la figure 31 (sauf
pour le gradient).

2.- Discussion et Conclusion

L'extraction des antibiotiques sécrétés par la souche Sa. algeriensis se fait au
dichlorométhane. D’aprés Lamari (2002a) le dichlorométhane est le meilleur solvant
d’extraction des dithiolopyrrolones. Il extrait mieux et moins d’impuretés que les autres
solvants.

La bioautographie de l'extrait au dichlorométhane, en utilisant I'acétate d’éthyle-
méthanol (AM) comme solvant de migration, a permis de détecter deux taches de couleur
jaune vif: AJ (Rf = 0,52) et PS (Rf = 0,59) actives contre M. ramannianus et B. subtilis. La

94



Chapitre Ill : Résultat et Discussion

chromatographie sur plaques épaisses de gel de silice a permis de récupérer séparément
les deux complexes d’antibiotiques, AJ et PS.

La purification par HPLC semi-préparative de I'extrait témoin (sans précurseurs) a
montré que la souche Sa. algeriensis produit dans le milieu SS 06 antibiotiques (AJOt a
structure indéterminée, thiolutine, ISP, BUP, TIP et SEP).

L'ajout des précurseurs (acides organiques et acides aminés) a raison de 5 mM au
milieu de culture SS a permis la production de nouvelles dithiolopyrrolones (nouveaux pics
détectés par HPLC analytique).

La purification des extraits obtenus a partir des cultures additionnées d’acides
organiques (acide valérique, acide sorbique et acide cinnamique) et d’acides aminés
(cystine et arginine) a été réalisée en utilisant une C18 semi-préparative. La phase mobile
est constituée par une solution du méthanol-eau avec un gradient qui differe selon I'extrait
purifié. Les temps de rétentions des différentes fractions changent selon le gradient utilisé.

En plus de ces nouvelles molécules, il y’a le cas de AJO. Celle-ci est produite dans le
milieu SS témoin (notée AJOt) mais aussi en présence des précurseurs (notées AJOv, AJOs,
AJOc et AJOa). Au vu de leurs temps de rétention et de leur spectre UV-visible (donné par
le détecteur a barettes de diode de 'HPLC analytique), il semblerait que se soit la méme
molécule.

La figure 39 résume la production des nouvelles molécules (au nombre de 14) induites
par I'ajout de ces précurseurs, ainsi que des molécules AJO.

La détermination de la structure chimique des nouvelles molécules induites par I'ajout
des acides organiques et des acides aminés (ainsi que celles des AJO) sera effectuée aprés
des études spectroscopiques et spectrométriques (UV-visible, masse, RMN du H etdu C13).

PRECTURSEURS
(@ raison de 5 Mm au milien $5)

/\

Acides organiquss Acides amings
Acide Acide Acide Crystine Arginine
valérique sorbique cinnamiqus
l L J ¥
¥ ¥ - Cyatl - AIEI‘
-PR3 -PR2 -PR3 | - Cyst2 - Argl
-PR4 -FR3 — - Argd
-PR7 -PRY - Alle
-FR10 - ATz
- ATOv =Ll
- Alls

Figure 39. Nouvelles dithiolopyrrolones induites par I'ajout
d’acides organiques et d’acides aminés chez Sa. algeriensis.
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Note : a ces nouvelle dithiolopyrrolones s’ajoutent les AJO a structure non connue et
présentes en petites quantité dans le témoin (AJOt) et en plus grande quantité en présence
de la maijorité des précurseurs (AJOv, AJOs, AJOc et AJOa).

VI.- ETUDES SPECTROSCOPIQUES ET
DETERMINATION DES STRUCTURES CHIMIQUES DES
DITHIOLOPYRROLONES

1.- Résultats
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1.1.- Spectres dans I’'UV-visible

Les spectres dans I'UV-visible des dithiolopyrrolones pures (solubilisées dans du méthanol)
produites dans le milieu SS témoin (AJOt, AJ, BUP, ISP, TIP et SEP) et celles induites par
I'ajout d’acide valérique (AJOv, PR3, PR4 et PR7), d’acide cinnamique (AJOc et PR5), d’acide
sorbique (AJOs, PR2, PR8, PR9 et PR10), de cystine (Cyst1) et d’arginine (AJ0Oa, Arg2, Arg3
et Arg4) sont représentés au niveau des figures 40, 41, 42, 43, 44 et 45 respectivement.

Les spectres présentent la méme allure; ils possédent trois maxima d’absorption, avec

un épaulement pour certains. Le 1" maximum varie entre 202 et 207 nm, le deuxiéme est
entre 300 et 314 nm, a I'exception de la molécule PR8 (270 et 304 nm) et le 3°M€ entre

389 et 413 nm.

Les molécules AJOv, AJOs, AJOc et AJOa, obtenues aprés addition de I'acide valérique,
'acide sorbique, I'acide cinnamique et l'arginine respectivement, présentent le méme
spectre UV-visible, ce qui laisse penser qu'on est en présence d’'une méme molécule
(d’autant plus que les temps de rétention en HPLC sont similaires.

Les spectres des molécules Arg2, Arg3 et Arg4 induites par l'ajout d’arginine se
ressemblent beaucoup entre eux et different 1égérement de celui de AJ (thiolutine) qui
possede un temps de rétention voisin de celui des trois molécules.
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Figure 40. Spectre dans I'UV-visible des dithiolopyrrolones
AJOt, AJ, TIP, SEP, BUP et ISP produites dans le milieu SS
témoin. Les maxima d’absorption sont exprimés en nanométres.
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Figure 41. Spectres dans I'UV-visible des nouvelles
dithiolopyrrolones AJOv, PR3, PR4 et PR7 induites par I'addition de
l'acide valérique. Les maxima d’absorption sont exprimés en nanometres.
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Figure 42. Spectres dans I'UV-visible des nouvelles
dithiolopyrrolones AJOc et PRS induites par 'addition de I'acide
cinnamique. Les maxima d’absorption sont exprimés en nanometres.
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Figure 43. Spectres dans I'UV-visible des nouvelles dithiolopyrrolones
AJOs, PR2, PR8, PR9 et PR10 induites par I'addition de I'acide
sorbique. Les maxima d’absorption sont exprimés en nanometres.
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Figure 44. Spectre UV-visible de la nouvelle dithiolopyrrolone Cyst1 induite
par l'addition de la cystine. Les maxima d’absorption sont exprimés en nanomeétres.
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Figure 45. Spectres dans I'UV-visible des nouvelles
dithiolopyrrolones AJOa, Arg2, Arg3 et Arg4 induites par I'addition de
l'arginine. Les maxima d’absorption sont exprimés en nanometres.
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1.2.- Spectres de masse

La masse moléculaire (en impact électronique direct), a été déterminée pour les
dithiolopyrrolones produites dans le milieu SS témoin, ainsi que pour les nouvelles
molécules induites par l'ajout des acides organiques et aminés. Les spectres sont
représentés par les figures 46, 47, 48, 49, 50 et 51.

La masse moléculaire a haute résolution a été déterminée pour les nouvelles molécules
AJOv, PR4 et PRY7. Les spectres sont représentés par la figure 52.

Les molécules AJOt, AJOv, AJOs, AJOc et AJOa possede le méme poids moléculaire
(PM = 214) et les mémes fragments de masse. Ceci montre que I'on est en présence d’'un
méme antibiotique, d’autant plus que ces molécules possédent également le méme spectre
UV-visible et le méme temps de rétention en HPLC.

La molécule Cyst1 posséde le méme poids moléculaire que la molécule AJO (PM =
214), mais avec un fragment de 172 au lieu de 186 comme le cas de toutes les autres
molécules de dithiolopyrrolones. Ceci montre que Cyst1 est différente de AJO. Les deux
molécules semblent étre des isoméres de position.

Nous remarquons qu’il y’a des molécules qui sortent a des temps de rétention différents
en HPLC, mais qui possédent le méme poids moléculaire; c’est le cas de PR4 et PR7 (PM
= 270), PR9 et PR10 (PM = 282), Arg2, Arg3 et Arg4 (PM = 279). Ces molécules (ayant le
méme PM) semblent également étre des isomeéres de position.

Les dithiolopyrrolones Arg2, Arg3 et Arg4, dont le temps de rétention (HPLC) est
similaire a celui de AJ (thiolutine), different de cette derniére par leur poids moléculaire (279
au lieu de 228 pour AJ).

Le tableau 10 résume les maxima d’absorbances en UV-visible et le poids moléculaire
avec les fragments de toutes les molécules étudiés.
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Figure 46. Spectres de masse des dithiolopyrrolones
AJ (thiolutine) et AJOt produites dans le milieu SS témoin.
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(Suite de la figure 46). Spectres de masse des
dithiolopyrrolones TIP et SEP produites dans le milieu SS témoin.
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(Suite de la figure 46). Spectres de masse des
dithiolopyrrolones BUP et ISP produites dans le milieu SS témoin.
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Figure 47. Spectres de masse des nouvelles dithiolopyrrolones
AJOv, PR3, PR4 et PR7 induites par 'addition de I'acide valérique.
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Figure 48. Spectres de masse des nouvelles dithiolopyrrolones
AJOs et PR2 induites par I'addition de I'acide sorbique.
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(Suite de la figure 48). Spectres de masse des nouvelles
dithiolopyrrolones PR8 et PR9 induites par 'addition de I'acide sorbique.
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(Suite de la figure 48). Spectres de masse des nouvelles
dithiolopyrrolones PR10 et PR11 induites par I'addition de I'acide sorbique.
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Figure 49. Spectres de masse des nouvelles dithiolopyrrolones
AJOc et PR5 induites par I'addition de I'acide cinnamique.
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Figure 50. Spectre de masse de la nouvelle
dithiolopyrrolone Cyst1 induite par I'addition de la cystine.
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Figure 51. Spectres de masse des nouvelles
dithiolopyrrolones AJOa et Arg2 induites par I'addition de I'arginine.
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(Suite de la figure 51). Spectres de masse des nouvelles
dithiolopyrrolones Arg3 et Arg4 induites par I'addition de I'arginine.
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Figure 52. Spectres de masse a haute résolution des nouvelles
dithiolopyrrolones AJOv, PR4 et PR7 induites par I'addition d’acide valérique.
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Milien 55 Molécule UV-visible PM Fragments de Masse

Al 207-313 - 389 2-28 186, 185, 154, 86, 70, 43.

ATOt 204-313-300 | 214 | 186, 185 157, 86, 70, 45.

Milzeu 55 témom BUP 203-311- 380 | 256 | 186, 184, 85, 83, 50, 48

ISP 203-313-300 | 256 | 186, 183, 85, B3, 30, 48

TIP 210-300-396 | 268 | 186, 184 85, 83 82 53 48.

SEP 214 - 304 - 300 | 268 | 186, 184 157 85 B2 33 41

AJOwv 206-312-390 | 214 | 186, 157, 86, 83, 48, 42

Milieu 58 + acide PR3 202-310- 389 | 242 | 186, 184, 156, 130, 86, 36, 41.

valérique PR4 205-306- 389 [ 270 | 186, 185, 85 83 57 48

PR7 208-307-392 | 270 | 186, 185, 86, 82, 56, 34. 40.

AJls 204 -312- 390 | 214 | 186, 185, 17,130, 86, 70, 35.

PR2 203-304-306 | 254 | 186, 184 85 83 30,48

Milzeu 55 + acide PRE 202 - 304 - 413 | 280 | 186, 04, 85, 83, 30, 48.

sorbique PRO 204 - 304 - 403 | 282 | 186, 85, 83, 34, 30, 48.

PR10 202-304- 308 | 282 | 186, 185 157 97 84 35

5
PR11 202-300-400 | 284 | 186, 185 157,130, 84 35.

Milieu 55 + acide Allc 206-313-390 | 214 | 186,157, 86, 83,48, 42

cinnamique PR5 202-308- 308 | 200 | 186, 105, 83, 83, 77, 50, 48.

Milieu 8§ + cystine Cystl 204-300-384 | 214 | 172,117 85, 83, 30, 48, 43.

AJla 204-312-300 | 214 | 186,157, 113, 85 42.

Milieu 55 + arginine Arg? 206-311- 389 | 279 | 186, 167, 149, 113, 71, 57, 43,

Arg3 204-311-390 | 279 | 186, 167, 149, 113, 71, 57, 43.

Argd 204 -311- 389 | 279 | 186, 167, 149, 113, 71, 57, 43.

Tableau 10. Longueurs d’ondes maximales d’absorption en UV-visible
et masses des dithiolopyrrolones produites dans le milieu SS témoin et apres
induction par I'addition d’acides organiques et d’acides aminés chez Sa. algeriensis.

PM = poids moléculaire.

1.3. Spectres RMN

Les résultats des spectres RMN du proton et du carbone 13 des 11 nouvelles
dithiolopyrrolones sont donnés dans les tableaux 11 et 12 et les figures 53, 54, 55, 56, 57,
58, 59, 60 et 61. Les tests de corrélation RMN H/RMN C13 sont donnés en annexe.

Les spectres RMN du 1H et du 13
caractéristiques communes:

un groupement NH (L) 4 8,19~07,49).

C de tous les antibiotiques purifiées montrent des

Un méthyle lié au carbone n® 4 ([1  3,56~3,32 et [I  29,73~27,10), a I'exception
de I'antibiotique cyst1 qui posséde un proton a la place du CH3 (L1 H 8.19).

un groupement oléfinique (1 4 6,75~6,66).
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Solvant de H3 N({@d)CH; |[N@yH]| C(6)NH
solubilisation
AJO (t, v, setc) (CD.CL) 5.6.74 & 336 -~ | & 819
PR2 (CD.Cly) S B.T1-669 | & 335 - S 7.6
PR3 (CD.Cl) &y B .66 &y 333 - &y 802
PR4 (CD.Cl) &y 668 & 3.34 - ey 733
PRS (CD.Cly) e 6.73 & 340335 - Sy 792~ 53
PR7Y (CD.Cly) S B.T1-670 | & 335 - & 300
PR§ (CD.Cl) e B2 &y 333334 - ey T 82
PR9 (CD.Cly) & T 0-B87 & 335 - & 7.74-7 49
PR10 (CD.Cly) Ze 570 & 335 - & 7.30
PRIl (CD.Cly) & 6.70 &y 333 - e 750
Cystl (CD.CL) S 653 - Gy 819 | & B.03
Note: CD2Clo = dichlorométhane.
Position PR3 PR4 PRS PR7
3 4 1084 & 10849 & 10876 & 108.76~108 36
da 7132 38 % 13215
N(4)-CH; & 2973~2756 | & 27.56-2722 % 27.56-2722
5 5 167104
il & 11369 % 116.86~114.72
Ga & 136 .88 & 13702~136.84
Novau 5 17180 2 17477 x 17162~16444
amide & 1378 & 17.03 &4 2220
% 13 .46 & 11.61 & 19.36
% 13.52
13

Tableau 12. Données de la RMN du

C des composés PR3, PR4, PR5 et PRY.
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Figure 53. Spectre de RMN du proton de la dithiolopyrrolone AJOv.
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Figure 54.Spectres de RMN du proton et du carbone 13 de la dithiolopyrrolone PRS3.

118



LI PR4-VAL

—1.55
— bl

Chapitre Ill : Résultat et Discussion

e -

i - - il
1 {_ AU
sl e A
T T T T T T T T T T T T T T T T T
B 75 70 B5 60 55 K0 45 46 35 A0 25 20 15 10 ppm
" (Y b I:4 Lk i
= = =l [ i o Lﬂn
13C {1H} PR4-val
15 &
: %

T
220 200 180 60 140 120

T T
100 &0 60 40 20

Ppm

Figure 55. Spectres de RMN du proton et du carbone 13 de la dithiolopyrrolone PR4.
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Figure 56. Spectres de RMN du proton et du carbone 13 de la dithiolopyrrolone PR7.
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Figure 57. Spectres de RMN du proton et du carbone 13 de la dithiolopyrrolone PRS.
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Figure 58. Spectres de RMN du proton des dithiolopyrrolones PR2 et PR8.
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Figure 59. Spectres de RMN du proton des dithiolopyrrolones PR9 et PR10.
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Figure 60. Spectre de RMN du proton de la dithiolopyrrolone PR11.
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Figure 61. Spectre de RMN du proton de la dithiolopyrrolone cyst1.

2.- Discussion et identification des structures chimiques des
antibiotiques

2.1.- Détermination du squelette de base des antibiotiques

La comparaison des différents résultats spectroscopiques (UV-visible, masse, RMN du 1H

etdu 13C) avec ceux présentés dans la littérature montre que les antibiotiques isolés de la
souche d’actinomyceéte Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137sont des amides de la 6-
amino-4,5-dihydro-4-methyl-5-oxo-1,2-dithiolo[4,3-b]pyrrole. Ces antibiotiques différent les
uns des autres par la nature de I'acide réalisant 'amidification du squelette de base.

Les spectres UV-visible des produits présentent tous trois maxima d’absorption a 202
~ 214 nm, 300 ~ 313 nm et 389 ~ 413 nm.

Les spectres de RMN du proton et du carbone 13 des différents composés présentent
des caractéristiques communes: des signaux d’'un méthyle porté par un N,un proton
oléfinique, un NH amide ainsi que des signaux d’'un CH3 porté par un azote (a I'exception

de I'antibiotique cyst1), d’'un CH oléfinique et d’'un C=0.

Enfin, les spectres de masse en impact électronique direct de tous les antibiotiques
montrent un ion de fragmentation trés intense a m/z = 186, a I'exception de 'antibiotique
cyst1 qui montre un ion de fragmentation a m/z = 172.Le fragment m/z = 186 obtenu
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aprés la perte du CH3-C=0 est retrouvé dans toutes les dithiolopyrrolones produites

par Saccharothrix algeriensis dans le milieu témoin (sans précurseurs); ces antibiotiques
appartient a la sous-famille des pyrrothines. Par ailleurs, selon Mc Inerney et al. (1991), les
dithiolopyrrolones présentant un fragmenta m/z = 172 a la place de 186, sont des molécules
ayant dans leur structure un H & la place du CH3 lié a I'azote n° 4 du cycle; ces molécules

appartiennent a la sous-famille des holothines.
Le squelette de base, de formule brute CgHgN202S9, est illustré par la figure 62.

Tous les antibiotiques étudiés possédent un CH3 au niveau du radical R2 et ne différent

entre eux que par la chaine latérale R1 a I'exception de I'antibiotique cyst1 qui posséde un
H au niveau du R2 et un CH3 au niveau du R1.

g ’

Figure 62. Squelette de base des dithiolopyrrolones.

2.2.- Détermination de la structure des nouvelles dithiolopyrrolones
produites apres I’ajout de précurseurs

Les structures chimiques des 11 antibiotiques isolés ont été déterminées: AJO (t, v, s, c et
a) PR2, PR3, PR4, PR5, PR7, PR8, PR9, PR10, PR11 et Cyst1 (Figure 63).

La détermination de leur structure a été faite sur la base des données de RMN et de
la spectrométrie de masse.

Les trois molécules Arg2, Arg3 et Arg4 induites par I'addition de I'arginine n’ont pas fait
I'objet d’analyse en RMN et leur structure chimique n’a pas été déterminée.

La structure chimique de la molécule Cyst2 induite par I'addition de cystine n’a pas été
déterminée en raison, de son instabilité (constatée lors de la purification par HPLC).
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R=H Formyi-pyrrothine (AT0) R=CH:; Holomycine (cystl)
R =CH=CHI(CH:) Crotonyl-pyrrothine (PR2)

R =CH.,CH: Aureothricine (PR3)

R = CH(CH:)(CH,CHz) Isovalervl-pyrrothine (PR4)

R = (GH: Benzovi-pyrrothine (PRS)

R = CH,CH,CH,CH; Valavl-pyrrothme (PRT)

R =CH=CH-CH=CH(CH;) Sorbyl-pvrrothine (PES)
R =CH=CH-CH;CH;CH:; 2Z-hexonvl-pvirothine (PR9)
R =CH=C({CH:}CH;CH;) 2-methvi-3- pentenvl-pyrrothine (PR10)
R = CH,CH,CH(CHz:), Isopentyl formyl pyrrothine (PR11)
Figure 63. Antibiotiques du groupe des dithiolopyrrolones
synthétisés par Saccharothrix algeriensis apres I'ajout de précurseurs.

2.2.1.- Antibiotiques sécrétés aprés I'ajout d’acide valérique

2.2.1.1.- Antibiotique AJO

Le spectre de masse de I'antibiotique AJO présente un ion moléculaire m/z= 214. En
se basant sur les résultats de la masse et de la RMN, la formule brute du produit
estC7HgN202S).

Le bombardement d’électron permet I'obtention d’'un fragment principal m/z = 186
caractéristique aux pyrrothines qui possedent un CHg lié a I'azote n° 4.

Le spectre de RMN du 130 présente, en plus des signaux du systéme 4-méthyl-1,2-
dithiolo [4,3-b] pyrrol-5[4H] one, un groupe carbonyle supplémentaire ([l ; 166.8) et un

signale 1H a [l H8.19 caractérisant une chaine latérale formamide.

L'acide amidifiant le groupement amine en position 6 est donc I'acide formique. Ceci
conduit a identifier I'antibiotique AJO a la formyl-pyrrothine (Figure 63). Cet antibiotique est
un nouveau produit naturel décrit ici pour la premiére fois.

2.2.1.2.- Antibiotique PR3
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La formule brute de I'antibiotique PR3, C11H12N202So a été deduite de I'analyse des

spectres RMN et I'analyse en impact électronique direct de I'ion moléculaire m/z= 242 en
spectrométrie de masse. Ce spectre présente par ailleurs comme ion de base, I'ion de
fragmentation a m/z = 186, caractéristique des pyrrothines.

13

Le spectre de RMN du " ~C présente un groupe carbonyle supplémentaire (1 ¢ 116.19)

et un signale 1H all y7.6.Lesexpériences 2D 1H-1 H and 1H-13C permettent de déduire

que I'acide amidifiant le squelette de base est I'acide propionique. PR3 est donc la propionyl-
pyrrothine appelé aussi auréothricine (Figure 63). Cet antibiotique est signalé pour la 1ére
fois chez Sa. algeriensis, mais il a été précédemment isolé du filtrat de culture de plusieurs
espéces appartenant au genre Streptomyces,tel, par exemple, S. kasugaensis (Celmer et
al. 1955 et Sturdikova et al. 1990).

2.2.1.3.- Antibiotique PR7

Le spectre de masse de 'antibiotique PR7 présente un ion moléculaire m/z= 270 et un ion
de fragmentation m/z = 186. En se basant sur les résultats de la masse et de la RMN, la
formule brute du produit est C11H14N202S».

La molécule PR7 présenteun groupe carbonyle supplémentaire (L ¢ 167.0) et quatre

autres sp3-carbones hybridés ([ o 35.9, 27.4, 22.3 et 13.5). Les expériences 2D 1H-1H

and 1H-13

L'ensemble de ces données confirme une amidification du noyau de base par I'acide
valérique (incorporation directe de 'acide valérique qui a été ajouté au milieu de culture).
L'antibiotique PR7 serait donc la valéryl-pyrrothine (Figure 63), laquelle n’a jamais été
signalée dans la littérature auparavant.

C confirme la présence d’'une chaine latérale pentanamide.

2.2.1.4.- Antibiotique PR4

L'antibiotique PR4 présente un spectre UV-visible et un spectre de masse pratiquement
identiques a ceux de I'antibiotique PR7, avec la méme formule brute C11H14N202S2, ce

qui indique que ce sont des isoméres de position.

Cet PR4 présenteaussiun groupe carbonyle supplémentaire (L]  167.0) et quatre
autres sp3-carbones hybridés (L1  42.8, 27.2, 17.0 et 11.6) compatibles a une chaine
latérale de 2-methyl-butanamide. Donc I'acide amidifiant le squelette de base est ici 'acide
iso-valérique.

Le composé PR4 présente donc une structure d’isovaléryl-pyrrothine (Figure 63). Ce
composé est décrit ici pour la premiére fois.

2.2.2.- Antibiotiques sécrétés apres I'ajout d’acide sorbique

2.2.2.1.- Antibiotique PR2

La formule brute de I'antibiotique PR2, C1gH1gN202S7 a été deduite de I'analyse des

spectres RMN et I'analyse en impact électronique direct de I'ion moléculaire m/z= 254 en
spectrométrie de masse. Ce spectre présente par ailleurs comme ion de base, I'ion de
fragmentation a m/z = 186, caractéristique des pyrrothines.
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Les spectres de RMN du 1H et du 13C de l'antibiotique PR2 montrent, en plus
des signaux du systeme 4-méthyl-1,2-dithiolo [4,3-b] pyrrol-5[4H] one, deux sp2 méthines
supplémentaires (] f 6.99 et 5.98 et [1  142.8 et 123.2) et un groupement méthyle

supplémentaire (L1 4 1.93 et I ; 17.4). Les expériences 2D 1H-JIH et 1H-13C permettent

de confirmer la présence d’une chaine latérale de 2-buténamide.
Ces données permettent de déduire que I'acide amidifiant le squelette de base est

I'acide crotonique. Ceci conduit a identifier I'antibiotique PR2 a la crotonyl-pyrrothine (Figure
63). Cet antibiotique est un nouveau produit naturel décrit ici pour la premiére fois.

2.2.2.2.- Antibiotique PR8

Le spectre de masse de I'antibiotique PR8 présente un ion moléculaire m/z= 280 et un ion
de fragmentation a m/z = 186. En se basant sur les résultats de la masse et de la RMN, la
formule brute du produit est C12H12N202S».

D’aprés les résultats RMN, [lantibiotique PR8 montre quatre sp2 méthines
supplémentaires ([1 H 7.30, 6.27, 6.26 et 5.92 et [1 ; 143.2, 140.0, 129.3 et 119.3) et un

groupement méthyle supplémentaire (L1 4 1.90 et [1 ; 18.4). Les expériences 2D 1H-1H

et 1H-13C révéle clairement que PR8 contient une chaine latérale de 2,4-hexadienamide.

L'acide amidifiant le squelette de base est dans ce cas l'acide sorbique qui a été
incorporé directement au niveau de la chaine latérale aprés son addition au milieu de culture.
Le composé PR8 présente donc une structure de sorbyl-pyrrothine (Figure 63). Ce composé
est décrit ici pour la premiére fois.

2.2.2.3.- Antibiotique PR9

Le spectre de masse de I'antibiotique PR9 présente un ion moléculaire m/z = 282 et un ion
de fragmentation intense a m/z = 186. En se basant sur les résultats de la masse et de la
RMN, la formule brute du produit est C12H1402N2S9.

L'antibiotique PR9 montre deux sp2 meéthines (] 6.98 et5.95et 1 147.5et121.9),
deux sp3 méthylénes supplémentaires ([ y2.25,1.54, [1 ;34.1 et 13.4) et un groupement

meéthyle supplémentaire (1 4 0.98 and 11 ; 13.4). Les expériences 2D 1H-1H et 1H-13C

confirment la présence d’'une chaine latérale de 2-Hexenamide.

L'ensemble de ces données confirme une amidification du noyau de base par I'acide
2-hexanoique. L’antibiotique PR9 serait donc la 2-hexonyl-pyrrothine (Figure 63), qui n’a
jamais éteé signalée dans la littérature auparavant.

2.2.2.4.- Antibiotique PR10

L'antibiotique PR10 présente un spectre UV-visible et un spectre de masse pratiquement
identiques a ceux de I'antibiotique PR9, avec la méme formule brute C12H1402N2S9; ce
sont donc des isoméres de position.

L’antibiotique PR10 montre un sp2 méthine supplémentaire (-] y5.72and [ ¢ 115.7),
un sp3 méthyléne (11 2.21 et [ ; 34.2) et deux groupement méthyles supplémentaires
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(1 y224et1.12et ] ¢19.1 et 12.1). Les expériences 2D 'H-'H et 'H-13C confirment

la présence d’une chaine latérale de 2-penténamide, 3-méthyle.

Ces données permettent de déduire que I'acide amidifiant le squelette de base est
'acide 2-méthyl-3-pentanoique. La structure de I'antibiotique PR10 est donc la 2-methyl-3-
pentenyl-pyrrothine (Figure 63). Ce composé est décrit ici pour la premiére fois.

2.2.2.5.- Antibiotique PR11

Le spectre de masse de I'antibiotique PR11 présente un ion moléculaire m/z = 284 et un ion
de fragmentation a m/z = 186. En se basant sur les résultats de la masse et de la RMN, la
formule brute du produit est C12H1502N2S5.

Les spectres de RMN du 1H et du 13C de l'antibiotique PR2 montrent, en plus des
signaux du systeme 4-méthyl-1,2-dithiolo [4,3-b] pyrrol-5[4H], I'apparition d’autres signaux
qui confirment que l'acide amidifiantle squelette de base est I'acide isopentyl-formate.
La structure de I'antibiotique PR11 est donc I'isopentyl-formyl-pyrrothine (Figure 63). Ce
composé est décrit ici pour la premiére fois.

2.2.3.- Antibiotique sécrété aprés I’ajout d’acide cinnamique

Le spectre de masse de l'antibiotique PR5 présente, outre I'ion moléculaire m/z= 290 et
I'ion de fragmentation a m/z = 186, deux trés importants ions de fragmentation a m/z = 105
(ion de base) et m/z = 77, suggérant la présence d’un noyau benzénique dans ce composé.
En se basant sur les résultats de la masse et de la RMN, la formule brute du produit est
C13H10N202S2.

En bon accord avec cette hypothése, le spectre de RMN du 1H etdu 130 présente les
signaux caractéristiques d’'une amide benzoique: doublet de 2H a 7,92 ppm, triplet de 1H
a (7,56 ~ 7,53 ppm) et triplet de 2H a 6,75 ppm.

Ces données permettent d’'attribuer a I'antibiotique PRS5 la structure de la benzoyl-
pyrrothine (Figure 63). Ce composé est produit dans le milieu complexe ISP2 a I'état
de traces (Lamari, 2006). Il avait toutefois été auparavant synthétisé chimiquement par
condensation de la pyrrothine avec 'anhydride benzoique (Bhate et al., 1960). La benzoyl-
pyrrothine n’a jamais été signalé chez un autre microorganisme.

2.2.4.- Antibiotique sécrété aprés I’ajout de cystine

L'antibiotique Cyst 1 posséde la méme masse que I'antibiotique AJO avec la méme formule
brute (C7HgN202S2), mais avec 'ion de fragmentation a m/z = 172 (au lieu de m/z = 186),
caractéristique des holothines qui possedent un H lié¢ a I'azote n® 4 (au lieu d’'un CHz comme
le cas des pyrrothines).

Pour le spectre RMN du proton, il manque le signal a [| pH 3.4 correspondant au

CH3 sur 'azote n° 4 (comme le cas des autres dithiolopyrrolones) et il y’a I'apparition d’'un
nouveau signal intégrant pour un Hall 4 8.19. Donc le N-CH3 a été remplacé par un N-H.

L'acide amidifiant le noyau de base est I'acide acétique (comme le cas de la thiolutine
appelé aussi acétyl-pyrrothine). La structure de I'antibiotique Cyst1 est donc I'acétyl-
holothine, appelé encore I'holomycine (Figure 63). Cet antibiotique est identifié pour la 1ére
fois chez Sa. algeriensis, mais précédemment isolé du filtrat de culture de plusieurs espéces
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appartenant au genre Streptomyces,telles que S. kasugaensis, S. griseus et S. pimprina
(Ettlinger et al., 1959; Okamura et al., 1977; De la Fuente et al., 2002).

3.- Conclusion

La souche Saccharothrix algeriensis produit dans le milieu SS témoin six antibiotiques
appartenant au groupe des dithiolopyrrolones, dont cing (thiolutine, SEP, TIP, BUP et ISP)
ont été caractérisés précédemment par Lamari et al. (2002). Ce groupe d’antibiotiques a
éteé signalé pour la premiére fois chez ce genre. La souche Saccharothrix algeriensis est le
seul taxon de Saccharothrix a produire des antibiotiques du groupe des dithiolopyrrolones.

L'ajout de précurseurs (acides organiques et aminés) au milieu de culture a induit la
production de nouvelles dithiolopyrrolones.

La structure des différents composés a été établie grace a 'étude de leurs différents
spectres. L'analyse du spectre de masse en impact électronique direct a montré la présence
d’'union de base a m/z = 186 qui est union de réarrangement commun a toutes les molécules
étudiés, a I'exception de la molécule Cyst1 ou lion de base est a m/z = 172. L’étude
des différents fragments de masse en impact électronique direct a permis de déduire les
formules brutes en notant a chaque fois la présence de NoO2S2 qui est d’ailleurs constante

chez toutes les molécules étudiées.

La structure finale des antibiotiquesa été établie grace a 'ensemble de ces données et
surtout grace a I'analyse des spectres de RMN du proton et du carbone 13.

Onze antibiotiques identifiés sont nouveaux chez Saccharothrix algeriensis NRRL
B-24137 et deux d’entre eux (holomycine et auréothricine) sont connus pour étre produits
par plusieurs espéces de Streptomyces.

4.- Hypotheése sur les voies de biosynthése des nouvelles
dithiolopyrrolones

Nous avons proposé des voies de biosynthése des nouvelles dithiolopyrrolones induites par
I'addition d’acides organiques et aminés chez Sa. algeriensis. Les réactions sont effectuées
au niveau du noyau pyrrothine représentée ci-dessous:

4.1.- Biosynthése de I’holomycine Cyst1 induite par I’ajout de cystine

131



Production de nouveaux antibiotiques du groupe des dithiolopyrrolones par Saccharothrix
algeriensis aprés addition de précurseurs dans le milieu de culture

L'ajout de la cystine a induit la formation d’'une nouvelle molécule chez Sa. algeriensis
appelée I'’holomycine (Cyst1). Cette pyrrothine est connue pour étre sécrétée par plusieurs
especes de Streptomyces (Ettlinger et al., 1959; Okamura et al., 1977; De la Fuente et al.,
2002). La voie de biosynthése de I'holomycine a été proposée comme suit:

Comme il a été déja cité dans la bibliographie, le noyau de base des pyrrothines
proviendrait de la cyclisation de la cystine. Ce noyau de base se transforme en thiolutine
avec une réaction d’acylation de la pyrrothine avec le groupement acétyl. Chorin (2009)
a mis en évidence l'activité enzymatique pyrrothine N-acétyltransférase qui entraine la
formation de thiolutine aprés une acylation de la pyrrothine avec le groupement acétyl chez
Sa. algeriensis.

Une déméthylation de la thiolutine aboutirait a la formation de I'holomycine (Cyst1).

Une déméthylation de la thiolutine pourrait aussi donner la formyl-pyrrothine AJO, qui,
aprés isomérisation, se transformerait en holomycine.
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4.2.- Biosynthése des nouvelles dithiolopyrrolones induites par I’'ajout
d’acide valérique

L'ajout de l'acide valérique a induit la formation de trois nouvelles dithiolopyrrolones:
la valéryl-pyrrothine (PR7), lisovaléryl-pyrrothine (PR4) et la propionyl-pyrroythine ou
auréothricine (PR3). Les voies de biosynthése proposées de ces nouvelles molécules sont
résumées par les réactions suivantes:

Une incorporation directe de I'acide valérique sur I'azote n° 7 du noyau pyrrothine
aboutit a la formation de la valéryl-pyrrothine (PR7).
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¥

Valeryl-pyrrothine (FRT)

Une isomérisation de cet acide puis une incorporation au niveau du noyau pyrrothine,
permettrait a Sa. algeriensis de biosynthétiser I'isovaléryl-pyrrothine (PR4). Celle-
ci pourrait étre aussi synthétisée apres une isomérisation de la valéryl-pyrrothine au

niveau de la chaine latérale.
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Valeryl-pyrrothine (PRT)

Izovaleryl-pyrrothine (PE4)

Une coupure au niveau de I'acide valérique puis une incorporation sur 'azote n° 7 du
noyau pyrrothine permet la formation de la propionyl-pyrrothine. La valéryl-pyrrothine
pourrait également se transformer en propionyl-pyrrothine (PR3).
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Cette molécule, appelée aussi auréothricine, est connue pour étre sécrétée par
plusieurs espéces de Streptomyces (Umezawa et al., 1949; Celmer et al., 1952; Celmer et
Solomons, 1955; Yamagishi et al., 1971; Juhl et Clark, 1990; Naik et al., 2001.).

4.3.- Biosynthése des nouvelles dithiolopyrrolones induites par I’'ajout
d’acide sorbique

L’'ajout d’acide sorbique ainduit la formation de cing nouvelles dithiolopyrrolones: la crotonyl-
pyrrothine (PR2), la sorbyl-pyrrothine (PR8), la 2-hexonyl-pyrrothine (PR9), la 2-méthyl-3-
pentenyl-pyrrothine (PR10) et I'isopentyl-formyl-pyrrothine (PR11). La biosynthése de ces
nouvelles dithiolopyrrolones a été proposée par les réactions suivantes:

Une coupure au niveau de 'acide sorbique puis une incorporation sur la chaine
latérale du noyau pyrrothine aboutit a la formation de la crotonyl-pyrrothine (PR2). La
coupure au niveau d’une double liaison étant difficile, il est fort probable que I'acide
sorbique soit d’abord réduit avant de subir une coupure puis une incorporation.
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Une incorporation directe de cet acide sur I'azote n° 7 du noyau pyrrothine permet la
formation de la sorbyl-pyrroyhine (PR8).

5 5 o
T i
L - . £~ CH=CH-CH=CH-CH,
L Incorporation _ .

/=~ 8 + COOH-CH=CH-CH=CH-CH, x N + H.0
e \ﬁ,l:" Acide sorbique 0 a 71'.___."5
| ]
B o o4
Nojsm gryievaticee Sorbylpyrrothise (PRE)

Une réduction de 'acide sorbique puis une incorporation sur la chaine latérale du
noyau pyrrothine permet a Sa. algeriensis de biosynthétiser la 2-hexonyl-pyrrothine
(PR9), qui peut étre aussi produite par une réduction de la sorbyl-pyrrothine.

5
Réduction }___} N8
COUH-CH=CH-CH=CH.CH, ———%  COCH-CH=CHCH.CH.CH, + ol |
Acide zorbique Acide sorbique reduit N
{Acide 2-hexanoigue) I
THy
-"""H#H Novau pyrrothine
Coupure et incorporation
Crotonyl-pyrrothine (FPR2)

-CH=CH-CH=CH-CH,
; Reduction
-'. .'E »
a e -
) o
mj "
Sorbylpyrrothine (PRE) 2-hexonyl-pyrrothine (PRS)

Une isomérisation de I'acide sorbique puis une incorporation au niveau du noyau
pyrrothine induit la formation de la 2-méthyl-3-pentenyl-pyrrothine (PR10). Celle-ci
pourrait aussi provenir de I'isomérisation de la sorbyl-pyrrothine.
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2-méthyl-3-pentenyl-pyrrothine (PR10)

Une réduction puis une isomérisation de la 2-méthyl-3-pentenyl-pyrrothine conduirait
a la formation de la nouvelle dithiolopyrrolone isopentyl-formyl-pyrrothine (PR11).
Celle-ci pourrait également provenir de l'incorporation de I'acide iso-sorbique ayant
subi auparavant une réduction et une isomérisation.
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4.4.- Biosynthése de la dithiolopyrrolone induite par I’ajout d’acide
cinnamique

L’addition de I'acide cinnamique induit la formation de la benzoyl-pyrrothine (PR5) par les
réactions suivantes:

L'acide cinnamique se transformerait en acide benzoique qui peut étre incorporé
directement au niveau de la chaine latérale du noyau pyrrothine pour donner la
benzoyl-pyrrothine. Cette réaction d’acylation de la pyrrothine avec le groupement
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benzoyl est réalisée avec une enzyme N-benzoyltransférase qui a été mise en
évidence par Chorin (2009). La benzoyl-pyrrothine n’est pas produite dans le milieu
SS témoin, mais elle est produite par Sa. algeriensis dans le milieu complexe ISP2
a I'état de traces (Lamari, 2006). Cet auteur a déterminé la structure de la benzoyl-
pyrrothine sur la base de la spectrométrie de masse. Les RMN du proton et du
carbone 13 que nous avons entreprises ont permis de confirmer ce résultat.

. ] [4]
0 O, O \h/*‘ : .:!: =
= 5 i : Benzovl-CoA W g
W“' B 3 = 32 - » s + HO
o= I—/ N-benzoyl-tranzféraze g AP
S5 . N =
Acide cinnamigue Acide bensoiguie m": [¢] .
Noyau pyrrothine | Benzoyl-pyrrothine (PRS)
Qi

4.5.- Biosynthése de la dithiolopyrrolone formyl-pyrrothine (AJO0)

La formyl-pyrrothine (AJO) a été produite dans le milieu SS témoin a une faible concentration.
L'ajout des différents précurseurs a augmenté la production de cette dithiolopyrrolone, a
I'exception de la cystine (absence de production). Cette dithiolopyrrolone est décrite ici pour
la premiere fois.

Cette molécule peut étre biosynthétisée par une déméthylation de la thiolutine. Aprées
I'ajout des précurseurs, la production de la thiolutine a diminué, par contre la concentration
de AJO a augmenté. Ceci peut suggérer une transformation partielle de la thiolutine en
formyl-pyrrothine. Il semble que I'ajout de précurseurs ait donc favorisé la formation de la
formyl-pyrrothine audétriment de la formation de la thiolutine.

: 0
i
A=THy L-H
‘1{'_ 5 Déeméthylation T‘: s
] .\____-'I.- "‘\ls -F: III:\.____:I_.- lls
o={ |/ p={ =/
N M
| |
CH. oy
Thiclatine Formyl-pyrrothine {AJ0)

La figure 64 résume les différentes dithiolopyrrolones produites dans le milieu SS
témoin et celles induites par 'ajout de précurseurs.
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Figure 64. Dithiolopyrrolones produites dans le milieu SS témoin
et celles induites par I'ajout de précurseurs chez Sa. algeriensis.

V.- DETERMINATION DES CONCENTRATIONS
MINIMALES INHIBITRICES DES
DITHIOLOPYRROLONES

La détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) a été effectuée pour dix
dithiolopyrrolones purifiées et identifiées: AJO, PR2, PR3, PR4, PR5, PR7, PR8, PR9, PR10
et Cys1. Elle a été réalisée sur 21 microorganismes: des bactéries a Gram positif et a
Gram négatif, des levures et des champignons, pathogénes pour 'lhomme ou les plantes,
ou encore non pathogeénes. La figure 65 montre les microorganismes-cibles inhibés ou non

a des concentrations de 0,1 pg/mL, 30 pg/mL et 100 pg/mL de 'antibiotique Cyst1.
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A travers les valeurs des CMI obtenues dans le tableau 13, nous constatons que les
bactéries a Gram+ sont majoritairement sensibles, contrairement aux bactéries a Gram-.
Les champignons et les levures présentent une certaine sensibilité selon I'antibiotique
utilisé. Les mémes résultats ont été obtenus par Lamari (2002b) qui a montré que les
dithiolopyrrolones AJ (thiolutine), ISP (iso-butyryl-pyrrothine), SEP (sénécioyl-pyrrothine),
BUP (butanoyl-pyrrothine) et TIP (tigloyl-pyrrothine), sécrétés par la souche Sa. algeriensis
dans le milieu SS témoin (sans précurseurs), ont une activité forte contre les bactéries a
Gram positif, forte a moyenne contre les champignons et les levures et faible ou nulle contre
les bactéries a Gram négatif.

Nous remarquons également que I'antibiotique AJO (formyl-pyrrothine) est, en général,
plus actif que son isomére de position Cyst1 ('holomycine). De méme pour 'antibiotique
PR7 (valéryl-pyrrothine) qui est nettement plus actif que son isomére PR4 (isovaléryl-
pyrrothine). Par contre, la pyrrothine PR8 (sorbyl-pyrrothine) est plus active que sa forme
réduite PR9 (2-hexonyl-pyrrothine), mais moins active en général que son isomére PR10
(2-méthyl-3-pentenyl-pyrrothine).

L’antibiotique AJO est le plus actif contre les bactéries a Gram + (CMI =2 a 3 yg/mL)
sauf pour Listeria monocytogenes (20 pg/mL). L'antibiotique PR10 est le plus actif contre
certains champignons et levures comme Aspergillus ochraceus, A. carbonarius et Candida
albicans (CMI = 2 yg/mL), Mucor ramannianus et Fusarium moniliforme (CMI = 5 pg/mL) et
Saccharomyces cerevisiae (10 ug/mL).

Le PR2 est un antibiotique plus antibactérien (moyen a faible) qu’antifongique. Il est
actif contre toutes les bactéries a Gram+, alors qu’il ne présente une activité que contre 4
champignons: Mucor ramannianus, Fusarium culmorum, Fusarium equiseti (50 ug/mL) et
Penicillium expansum (75 ug/mL).

Le PR9 est I'antibiotique le moins actif parmi tous les antibiotiques testés. Il a montré
une activité (faible a moyenne) contre deux bactéries a Gram+ (Listeria monocytogenes:
20 pg/mL et Micrococcus luteus: 75 pg/mL), trois champignons (Mucor ramannianus: 40
pa/mL, Fusarium culmorum: 50 pug/mL et Fusarium equiseti: 75 pg/mL) et les deux levures
(Saccharomyces cerevisiae: 30 pg/mLet Candida albicans: 50 pg/mL).

Escherichia coli n’est sensible (moyennement a faiblement) qu’a AJO (40 ug/mL), Cyst1
et PR3 (75 pg/mL). Les autres bactéries a Gram négatif sont toutes résistantes. Aspergillus
ochraceus est le champignon le plus résistant; il n’est sensible qu’a PR10 (2 pg/mL).
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Figure 65. Expérimentation pour la détermination des
concentrations minimales inhibitrices vis-a-vis des microorganismes:

cas de l'antibiotique Cyst1 a 0,1 ug/ml, 30 ug/ml et 100 ug/mL.

CA (png/mL)
Microorganismes-tests AJO [ Cystl [PR2 [ PR3 | PR4 | PR5 | PRT | PRS | PR? | PRID
Bacillus subtilis 2 k1] 75 20 40 40 20 20 =100 [ 20
Barillus coagulos 2 k1] 75 20 40 20 20 K] =100 [ 20
Micrococcus haeus 3 0 ] 20 100 ] 40 10 7
Staphylococcus aureus 2 20 30 100 100 =100 | 73 10 =100 | =100
Listeria monocyiogenss 20 b 40 =100 | =100 4 =100 | 10 20 10

Tableau 13. Concentrations minimales inhibitrices (CMI) des dix
dithiolopyrrolones pures sécrétées par Sa. algeriensis dans le milieu SS

aprés l'addition de précurseurs, vis-a-vis de divers microorganismes-cibles.
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= test non effect
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Les antibiotiques représentent le plus grand succés thérapeutique pour guérir les infections
microbiennes, mais les microorganismes sont extrémement adaptables et capables de
réagir au changement, ce qui leur permet de se transformer rapidement pour surmonter les
menaces du milieu externe a leur survie. Pour cela, plusieurs stratégies ont été mises en
ceuvre afin de mettre sur le marché de nouveaux antibiotiques (Goldman et al., 1996; Jiang
etal., 2002). A I'heure actuelle, des milliers d’antibiotiques sont découverts, dont seulement
2% sont utilisés dans les domaines médical, vétérinaire, agro-alimentaire et agricole (Thiele-
Bruhn, 2003).

Les antibiotiques naturels sont des métabolites secondaires qui dérivent
biochimiquement d’'un nombre restreint de précurseurs fournis par le métabolisme primaire,
tels que les acides aminés, les acides gras et les bases puriques et pyrimidiques. Cette
variété structurale résulte non pas du nombre de voies de biosynthése de départ (assez
réduit), mais plutét des chaines de réactions enzymatiques terminales assez variées:
polymérisation, méthylation, condensation, oxydation et réduction (Martin et Liras, 1989;
O’hagan, 1991).

Les dithiolopyrrolones sont des antibiotiques hétérocycliques contenant de I'azote et
du soufre provenant de la condensation de deux cystéines ou de la cyclisation de la cystine
(Furumai et al., 1982), ainsi que d’une chaine latérale qui résulte d’un accolement d’un acide
organique au noyau cyclique par une liaison amide.

Nous nous sommes intéressés dans ce travail a la recherche de nouvelles
dithiolopyrrolones sécrétées par une espéce d’actinomycete d’origine saharienne,
Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137. Nous fournissons ainsi au microorganisme des
précurseurs représentés par des acides organiques (qui interviennent dans la formation
de la chaine latérale des dithiolopyrrolones) et des acides aminés (qui peuvent étre des
précurseurs directs ou indirects dans la formation du noyau de base), pour lui permettre de
biosynthétiser de nouveaux dérivés de dithiolopyrrolones.

Pour cela, I'acide valérique, I'acide sorbique, I'acide cinnamique, la cystine et I'arginine
ont été ajoutés séparément au milieu de culture semi-synthétique (SS) a une concentration
de 5 mM. Cette concentration a été choisie sur la base des études préliminaires réalisées
par Bouras (2005).

Dans une premiére partie, nous avons réalisé une cinétique de croissance et de
production des dithiolopyrrolones par Sa. algeriensis sur un milieu SS témoin (sans
précurseurs) et aprés I'ajout d’acides organiques et des acides aminés. Les résultats ont
montré que les maxima de production des dithiolopyrrolones sont obtenus au cours de la
phase stationnaire de croissance et le début de la phase de déclin. Le pH du milieu SS de
Sa. algeriensis devient alcalin au cours des fermentation, sans et avec précurseurs (acides
organiques et aminés). Les activités antimicrobiennes (antibactériennes et antifongiques)
sont plus importantes en présence des acides organiques et des acides aminés que dans le
milieu SS témoin. Cela est d a la production d’autres dérivés d’antibiotiques (en quantités
plus au moins grande) comme I'a montré le dosage des dithiolopyrrolones par HPLC
analytique lors des cinétiques.
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L'analyse par HPLC analytique sur colonne C18 en phase inverse a montré que dans le
milieu SS témoin, Sa. algeriensis produit six antibiotiques; AJO, thiolutine (AJ), iso-butyryl-
pyrrothine (ISP), butanoyl-pyrrothine (BUP), sénécioyl-pyrrothine (SEP) et tigloyl-pyrrothine
(TIP). Lamari (2006) a signalé que la méme souche d’actinomycéte produit sur milieu
complexe ISP2 (a base d’extrait de malt, d’extrait de levure et de glucose) sept antibiotiques:
thiolutine, ISP, BUP, SEP, TIP, benzoyl-pyrrothine et pentanoyl-pyrrothine (ces deux derniére
a I'état de trace).

L'ajout des acides organiques et aminés a permis lapparition de nouvelles
dithiolopyrrolones non détectés dans le milieu SS témoin:

L'addition de I'acide valérique a induit la production de trois nouvelles molécules
(PR3, PR4 et PR7).

L’addition de I'acide sorbique a permis I'apparition de cing nouveaux produits (PR2,
PR8, PR9, P10 et PR11).

L’addition de I'acide cinnamique a permis I'apparition d’une nouvelle molécule (PR5).

L’addition de la cystine a induit 'apparition de deux nouveaux produits (cyst1 et
cyst2).

L’addition de I'arginine a permis I'apparition de trois nouveaux produits (Arg2, Arg3 et
Arg4).

L'antibiotique AJO est sécrété dans le milieu SS témoin a une faible concentration. La
production de cette molécule est favorisée aprés I'ajout des précurseurs. De méme pour
la molécule PR5 qui a été produite a I'état de trace sur milieu complexe ISP2 et nommée
PSD par Lamari (2006); sa production a été multipliée aprés I'ajout de I'acide cinnamique
au milieu SS.

Dans la deuxiéme partie, dans le but de purifier les nouvelles molécules apparues, des
fermentations en grandes quantités ont été entreprises. L'extraction de I'activité antibiotique
a été effectuée a partir des filtrats de cultures en utilisant le dichlorométhane. Les extraits
au dichlorométhane des filtrats de culture (en présence et en absence des précurseurs) ont
donné par CCM deux produits jaunes AJ et PS.

La semi-purification des extraits a été réalisée en utilisant des plaques épaisses de gel
de silice. Le développement des extraits bruts (spotés en traits continus) est réalisé par le
systéme de solvants "acétate d’éthyl-méthanol" (100-15 v/v).

La purification finale des nouvelles dithiolopyrrolones apparues a été réalisée par HPLC
semi-préparative sur colonne C18. Les dithiolopyrrolones pures ont été analysées par
spectroscopies: UV-visible, masse et RMN du proton et du carbone 13. Ces analyses ont
permis ainsi d’aboutir a la structure chimique de ces molécules.

L’acide valérique a induit la production de 3 nouvelles dithiolopyrrolones: la valéryl-
pyrrothine (PR7), l'isovaléryl-pyrrothine (PR4) et la propionyl-pyrrothine (ou
auréothricine) (PR3). L'auréothricine est connue pour étre secrétée par certaines
espéces de Streptomyces, telles que, S. kasugaensis, S. pimprina, S. farcinicus, S.
thioluteus, etc., et peut étre aussi synthétisé chimiquement (Celmer et Solomons,
1955; Yamagishi et al., 1971; Juhl et Clark, 1990; Naik et al., 2001). Cet antibiotique a
montré une activité antitumorale (Minamiguchi et al. 2001).

L'acide sorbique a provoqué I'apparition de cing nouvelles dithiolopyrrolones: la
crotonyl-pyrrothine (PR2), la sorbyl-pyrrothine (PR8), la 2-hexonyl-pyrrothine (PR9), la
2-méthyl-3-pentényl-pyrrothine (PR10) et I'isopentyl-formyl-pyrrothine (PR11).
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L'acide cinnamique a permis a Sa. algeriensis de produire la dithiolopyrrolone PR5
identifiée a la benzoyl-pyrrothine. Cette molécule est aussi produite a I'état de trace
par la méme souche dans le milieu complexe ISP2 (Lamari 2006).

La cystine a induit la production de I'holomycine (Cyst1). Cet antibiotique est aussi
sécrété par quelques espéces de Streptomyces comme, S. griseus, S. clavuligerus,
S. pimprina, etc. (Ettlinger et al., 1959; Okamura et al., 1977; De la Fuente et al.,
2002). L'holomycine differe de toutes les autres dithiolopyrrolones produites par
Sa. algeriensis par le radical lié a 'azote n° 4 qui représente un H au lieu d’'un CH3

comme le cas des autres molécules.

La molécule AJO, favorisée par 'ajout d’acide valérique, d’acide sorbique, d’acide
cinnamique et d’arginine, a été identifiée a la formyl-pyrrothine. Cette molécule est un
isomére de position de 'holomycine.

L’arginine a induit la production de trois nouvelles molécules, a spectres UV-visibles
trés proches, et a poids moléculaire identique (PM = 279). Ces molécules n’ayant pas
fait 'objet d’études en RMN, leur structure chimique n’a pas été déterminée.

Pour essayer de comprendre les mécanismes utilisés par Sa. algeriensis et sa grande
capacité de biosynthétiser un grand nombre de dithiolopyrrolones aprés addition de
précurseurs, nous avons propose des voies de biosynthése de ces dérivés.

Nous avons remarqué que certains acides organiques s’incorporent directement au
niveau de la chaine latérale produisant ainsi I'antibiotique correspondant. D’'une maniére
générale, Il existe une corrélation directe entre I'acide organique ajouté dans le milieu
de culture et le type de dithiolopyrrolone favorisée. Des travaux réalisés par Chorin
(2009) ont permis de mettre en évidence la présence de six activités pyrrothine N-
acyltransférases dans I'extrait intracellulaire brut de Sa. algeriensis obtenu sur milieu SS: les
activités acétyltransférase, benzoyltransférase, butyryltransférase, acétoacétyltransférase,
crotonoyltransférase et hexanoyltransférase.

En outre, d’autres dithiolopyrrolones ont été biosynthétisées par Sa. algeriensis apres
des réactions de réduction ou d’isomérisation au niveau de 'acide organique lié a I'azote n
° 7. Cet actinomycéte posséde donc un bagage enzymatique trés diversifié qui permet de
biosynthétiser un grand nombre de dérivés de dithiolopyrrolones.

L'induction de nouvelles dithiolopyrrolones a été aussi réalisée par I'addition de cystine
et d’arginine. Ainsi, I'addition de cystine induit la production de I'holomycine. De la Fuente et
al. (2002), étudiant la biosynthése de I'holomycine dans des extraits cellulaires de mutants
de S. clavuligerus, mettent en évidence I'existence d’'une activité enzymatique catalysant
I'acylation de I'holothine avec de I'acétyl-CoA, aboutissant a la synthése de I’holomycine.

A lissue de cette étude, nous pouvant dire que son originalité réside dans la mise en
évidence des précurseurs qui ont permis d’induire la production (a la carte) de nouvelles
dithiolopyrrolones par Sa. algeriensis. Cette induction est le résultat du changement d’un
seul paramétre qui est I'addition d’acides organiques ou d’acides aminés dans le milieu
de culture. Ce mode de culture nous a permis d’obtenir 11 nouvelles molécules chez Sa.
algeriensis (AJO, PR3, PR4, PR7, PR2, PR8, PR9, PR10, PR11, PR5 et Cyst1). Parmi ces
molécules, huit dithiolopyrrolones sont décrites ici pour la premiére fois, les trois autres ont
été citées auparavant dans la littérature. Ceci est particulierement important dans le cas
d’'un procédé de production de nouveaux antibiotiques.

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de 10 dithiolopyrrolones identifiées
(AJO, PR2, PR3, PR4, PR5, PR7, PR8, PR9, PR10 et Cyst1) ont été déterminées contre
plusieurs microorganismes dont plusieurs sont phytopathogénes ou pathogénes pour
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’homme. L’activité de ces nouvelles molécules est forte contre les bactéries a Gram
positif, forte a moyenne contre les champignons et les levures et faible ou nulle contre les
bactéries a Gram négatif. Les mémes résultats ont été obtenus par Lamari (2002b), pour
les dithiolopyrrolones sécrétées par Sa. algeriensis dans le milieu complexe ISP2.

Il serait intéressant de poursuivre les études sur les dithiolopyrrolones de Sa.
algeriensis, en effectuant notamment les RMN H et du C13 des molécules Arg2, Arg3 et
Arg4 (induites par 'ajout de I'arginine) afin de déterminer leur structure, puis par la suite,
leur activité.

Bouras (2005) a constaté que I'addition de certains acides organiques et aminés (autres
que ceux que nous avons étudiés) ont permis I'apparition de nouveaux pics (détectés
par HPLC) dont les spectres UV-visibles sont similaires (ou un peu proche) de ceux des
dithiolopyrrolones. Ces composés pourraient étre de nouvelles dithiolopyrrolones ou des
composeés intermédiaires intervenant dans la biosynthése de ces molécules. Leur étude
aiderait a la compréhension de leur mécanisme de biosynthése.

Il serait tout aussi intéressant de mettre en évidence les enzymes impliquées dans
la formation des nouvelles dithiolopyrrolones telles que la valéryl-pyrrothine, la sorbyl-
pyrrothine, etc. Tout comme il serait important de connaitre les génes qui sont impliqués
dans la biosyntheése des dithiolopyrrolones chez Sa. algeriensis. A ce titre, des travaux sont
actuellement en cours de réalisation sur cette souche. De méme, il est prévu de faire le
séquencage de la stabilité du génome de cet actinomycéte.

Enfin, pour mieux définir les activités biologiques des dithiolopyrrolones biosynthétisés
par Sa. algeriensis, d’autres études doivent étre menées. Sachant que certains
dithiolopyrrolones, décrites dans littérature, ont montré des activités antitumorale assez
importantes, il serait intéressant de déterminer la cytotoxicité des dithiolopyrrolones
sécrétés par Sa. algeriensis envers des lignées cellulaires cancéreuses. Par ailleurs, les
données toxicologiques sur les dithiolopyrrolones sont trés peu présentes dans la littérature
bien qu’il semble que ce soit une limitation pour leur usage thérapeutique. Il serait donc
important de déterminer pour chaque activité biologique des dithiolopyrrolones, l'index
thérapeutique des composés, c'est-a-dire le ratio entre la dose efficace et la dose toxique
et de mener des études pharmacocinétique.
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Annexe1

Tests de corrélation COSY, HMBC et HSQC des nouvelles dithiolopyrrolones sécrétées

par Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137
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Figure 72. Tests de corrélation (COSY, HMBC et HSQC) de la dithiolopyrrolone PR10.
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Figure 73. Tests de corrélation (COSY, HMBC et HSQC) de la dithiolopyrrolone PR11.
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Figure74. Tests de corrélation (COSY, HMBC et HSQC) de la dithiolopyrrolone PRS.
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Lebrihi A. (2010). —Dithiolopyrrolone Antibiotic Formation Induced by Adding Valeric
Acid to the Culture Broth of Saccharothrix algeriensis. J. Nat. Prod.,73, 1164—166.

Merrouche R., Bouras N., Coppel Y., Mathieu F., Sabaou N. and Lebrihi A. (2011).
— New dithiolopyrrolone antibiotics induced by adding sorbic acid to the culture
medium of Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137. FEMS Microbiol. Lett., 318, 41—
46.
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Three new antibictics were 1solated from the fermentaion broth of Sscofarothniy afperiensis NRRL B-23137 and

charscterizad a5 e dithiolopyrrelene degivatives vakerylpyerothine (15 paovalery Ipy mothine |
o3 as well as e Known anbione aurecthocin. The productuon of He ditheolopymolone ¢
adding valevic acud o the culiure medinm. The componnds exhibited modesie antimicre

Dithickeyrraloncs ase members of the pymothine class of natirally
oveurning antitoliss Uil contan N-pcpl derivatives of d-amine-8.5-
delyylro-d-meibyl-5-ono- 1, 2-Sithiolof £ 3-]pyrrole. Dihiolopyrolone
diriv; 5 Wele prev Edentified Erom the culture broth of certuin
species of Pocleria wicly o Strepranvees,' Xenoolarbour” and
Alteromonas.* Saccharetiriv algeneasis NREL B-24137 ¢ Actino-
myectabes) isolabed oo new species from Algerian Saharan soil i
car labosateny™ produces fve dithiclopyrookone degivatives: thickutin,
seneciovlpymmothane (SEP, tglovipyrothme (TP sobotyrylpy ol
(ISP, and butanoylpyrrothine (BUPL

Drthisdopyrrolone antthiclivs have strong aclivines againsd @
vanety of Gram-positive and Grum-negative  bacteria. yeuasls.
lilamentous fur i prosogea 3 #=4 Fygherone, his ol of
antibictics exhibits pmm.rmcld.al larvicidal, and ansec u.nhl
actvites 1 Dithialopyrrolones s K
several human cancer cell hines and especially usetul n the
trestment of madignant mamany cells '3 iy Huowey
that the prospocts {urdc\czupm_n[ of dithiotopyrrolone derivatives
it potential phirmacenticals will depend upon elucidating ther
mode of action and determaning whether they exert adverse effects
on hnmnan health.

The search Tor new hinactive compounds is one of the central
subyects of destrial amd seademic e products discovery '
Several smdies have reported the generation of novel bioaclive
makecules by metasvilfiess, seamisynthests, Fosorgame senthess.
and also precugsoc-derected hicsynthesis, which s considered a
peonsing approich, 1795 Saveral mucroorganisms can be Ted by
uncomymon andd unusial precursors,  generting denvatives of
expected new nmatoral products that are ot ensily obtainable by
chemical syathesis.'™ The antimic sndd IOl etivities
of dilhiotopyrrolencs ans led 1o their variable ooyl groups.
Corsequently, the ot unconumon ditheolopyrolons derivatives
conld lead 0 wmprovement and discovery of new hiologaeal
activibies. [n he present work, the formattes of mew dithsolopyr-
rolone anibicgics from S, algesenids ias been indueed and the new
antikiotics have subscguently been punfied and characterized.

The actinemycete siran 5. @fperiensis NRRL B-241 Lok d
a yellow culiure eolh with antomcrobial activity. The stirm was
cultivaled in a semesymihetic awdium (S5M)an 12 L Erlenmeyer
llasks. The culluze broth was separated from the myveehum by

*To 'um.m vomrespondence shoukd be addressed. Telr +33.562.193.
aia FIASGZ100.00] . Eonmil: lebrihitaensal fr.
de LPEVE.

CHRS, LCC
FENSATVINF de Toulowse.

i Loy Iyt hins
e wans aluced by
VALY b Vi,

filerativa and cxtrecied with IO on the fifth day of fermentativn
Valerss acisd was added W the mediom at @ concentition of 3 my
e b anocilation, The cnnde extract wias concentrged uade
w138 ¢ ram 12 L) aod partially punbied on preparative
silica gel &0 plates followed By semipreparmiive resersed-phis
HPLC. The atter s lorded compounds 1—3; and their concentration:
reached levels of 131,10 and 0,08 mg/T., respectively, ot day
These compounds showed antimicrobil activity, Furthermore, the
known wntibiolic aureothricin (propronvipyresthines was als
walated from the fermentation broth of 5. algertensic. The latie
compound was previously identilied from the culture broth o
several actinemyeetes belonging 10 the geaus Strepronyces sucl
s 5 ktulrgmwsr’i.*""

HPLC amadysis of the pamially punfied extroc) mevealed new
peaks in fermentations that were supplemented with valene acid
The retertion tines of these peiks {1=31 werg reconded ol 9,51
2500, and 2857 min, respectively. The LW spectra of compound:
3 showed three absorption maxima Compound 1 absorbs at 207
3 and 302 gm. compound 2 oo MM, 305, and 358 nm, am
compound 3 at 203, 311, and 359 nm. The moleculy weights o
aompoisls were obtanad by EIMS. Componnds 1 aml |
have the same melecular weight, 270, suggesting isomenc conx
potnds. Coapatnd 3 molecitar weight 1141 has the s
mealecular weight of & Knowa ant - holomycin. produced by
surmre spesies of Sireproanvees such as 5 cliauligeras, 5 pimpetan
i S, grisess.

The three compeands (1—3) showed a prominent Ergment sop
At ez LRA, indicating an extea methyl group i the heteroeyclic
ring as teported Tor cher dithislopyerolones.

O the basis of NME and M3 data the molecular tormula o
compound 1 was determingd as C H MA0S5,, suggesting micor
poration of Lthe mtacl valeric acid inlo the pymothine ring (Figus
10 Compatnid 2 shewed s same moleenlan weght s compoun
1 iz 2700 Compound 3 was found 1o have a molocubar formul:
of CoHaMAS, dms 214 This compound is an isomer of U
hobomyein an The lateer showed a Tragment son of adz 170
teorresponding to the empirical Tormula CH NA35:1 in place o
'z 186 for compound 3, corresponding 10 a hvdrogen instead o
# methyl group an the pyerrethine meliely

Cormpeainds 1, 2, amd 3 show co nunn“ H and '5(‘ NMER festiires
one carboayl group (0. 167 0— 15650 three spi-hybridized qus
termary carbors (3 [roan 13680 w0 1450 one oleling: group iy
6.7 6,70 and do 108 8= 108 50, one N-CEL group (ay 3.37-3.35
and & 276—27 50, and one WH group (dy 8027551 These 'E
and Y NMR s s typieal of ditlaclopyrelone derivatives
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1 R = CHCH,CHCH,
2 R = CH{CH,HCH,CH,)
3IR=H

Figure 1. Simctuse of indoced dithaolopyrroloaes (=3

TTRAIMBC
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Figure 2. HMBC and COSY comelations of 1

Furthermore, compound 1 shows ene addional carbanyl group (8-
FET 0 aakl Tour sddional ~|\’-I;51~udi;rc_-|l carhons (B 350, 274,
225 amd 135 The 20 'H="H and '"H=""C COSY experiments
comlirmed the prescice of the peatanoyl side chain (Figure 25
Coipronand 2 shosws e sdidationsd earbony] group i 16681 il
Teur additional sp™hybndized carbons id- 42

£, fecounting for
shiovws one additional carbonyl group (8- b8 i one prolon at
&y 819, charwterzring & formyl sede chain. From an analysis of
MS and Hoand P NMR daia. as well as by companson with
those reported, the struciures of the three dithaobopyrrolones (1-33
were chasacienized o N-acyl desivatives of 6-amine-d 5-dilydro-
4 methyl-Saoxo- L2-dimmole]d 30 Jpvrrole, The new dtlsiolopyro-
lones 1=3 were mamed, respectively. valerylpyreothine. isov-
alervlpyotine, and forylpyerothine

Lrithiolepyrralones are known o be produced by several species
of Strepomyees and Kenorhabdas and also by Alteeomonas raea.
The actmomyote 3. algeniensis produces i basic medinm {wahon
procursorst five dithielopyrmelones thislutin, ISP, TP, BUP. and
SEPL The addition of valeric scidd ata concenteation of 5 mbd o
the medinm as o precursor induced the production ol pew
dithiolopyrmlones deavaaves (1=31

The wnumicrobial activaty of compounds 1—3 mnd sureshncn
produced by 5 algedensis s shown in Table L Compound 3

showend Begher activity than comgoands 1 and 2 apainst Geani-
positeve bacleria and the majonty of hlomentous fangt, Componmd
2 wirs Jess active than s ssomer 1 and aureothicine Exeept for

compaund 2, which s nol mchve g
Fagarisim memliforme and F. gramineanim. all other compounds
showend o mederate o steon gz activiey agamst all Blentons Ding
and yeasts fested. All compounds showed no tor wealk ) acuvity
against Grameneeative baclern Similar sl were obsenved with
other known dithiolapymolones produced by oor sirm

vl the phytopatbogenic Tu

Experimentsl Sectian

Gemeral Exper
ressared on a Perkin

nlal Procedures. The opiical reaation was
mer {modlel 2411 polarimetee. UV spectra were
measaned on o Shimaden UV 1805 spectropbotometer. The NME
sample was prepared by dissolying compounds 1, 2, and & m 600 pf_
of €Ol 1D asd 200 'H and MC NMR caperinionts were ieeonded
on a Bruker Avance 500 speciometer equipped with a 5 mm nple
resanance i erse Z-gradicm probe (TBEH, 1P, BBy The procen and
carbon chemical shifts are rebive 1o TAES wang *H esidual) or '
chenneal sbifes af the salvent us o secondary standand. The temperature

Sowrstal of Nararal Peogdicrs, 2000, Vi, 73, Noo o 1165

Table L Antimiesobiad MIC (agfml) Values of Dithiolopye-
relones 1-2 and Auseothsicin

compoand

test arganasm® 1 ] & wareathazcin
Ravitlus swheifis an 40 7] 20
TATOC 6633,
Bavdlfes coeps ) 40 1 20
iCIP &625)
Mecrococss liieas 40 1Eny a 20
TATCC 9314)
Smapiviacoccas aunmn 15 100 l 100
(TP 76251
Listeric manacvsoqraes S0 0 m =100
(CIP A1 10
Escheririvia call L] =100 A0 5
(ATCC 105381
Kirbsielin priewnnrice S0 =100 =100 I
(CIP A28
Saimewelle enteriva =00 =00 sl =10
(IR &13)
Povilarionis aerigianss B L T [ B 1] =100
(CIP A2D
Agrolcierim mmefecene =100 =100 =100 =100
(g0, 2410 LBy
Mucvr v anahine 10 30 I n
{NRRL 1820
Peacil e expanson 2 40 3 20
Aspergillis cuarbnari T S0 i
iM3EH
Fursarium exyspeonan 50 75 £ 1

Lxp. B (Foln 3= 30
Frsarium stor
Fresariu ¢iiren 1] 1
Frisarium cileonm 0 40 1
Feoarium grusinearm 13 L4 1] A

Cirpadicy WIS 20 i3 75

(1A XN

Succlirromyces cererivin 1] 20 3 Al
PATOC 42260

" The target misroorganisma without accession number reaulied: from
oar laborgsony eollection,

wars set al 288 K. The ' and 0 NME signals were assigmed on che
basie of chemical shifks, conpling constants, splitling pallerns, and signal
Bt s wnnd by wang "H="H COS Y45, H="C HMOC and "H="0
HMEC eaperimwntz. EIMS were recorded an 70 oV with o Meroag
R 10-10C speciremseter. The acowe mass spectromenry (HREIMS)
wire carried ow oo o GCT Proiier Svaaem. Semipreparaive HPLE
wis oo i Waters sysiem sang @ CLE column {UTPSORE, 250
75 mm). The samples were analvzed by lincar gradiens chition wsing
MeOH oy solvent & and wiirapure HO as solvent B The separation
cradient staried wath 4095 selvent A and G0% salvent B and reached
1005 solvent Bard 0% solvent A i 30 min, wsing o Bow of |5 ml
L The detecion of compomnds wias comkad ourar 220 and 390
nm.

T'roduwcing Strain. Sacciarotro algerionas MRRL B-23137 (=DSM
EEE L war olated froon a Saharn soil sanipie collected in 1992 2
palm greve i Adear (eeuthwest of Algeria)® This stain was growe
wnd maistained w0 A OC on slams of TSP 2 datemaonal Steepromgyces
Project 2eselid mosfiom containing tin grams per Fiverof distilled waer)
D4 -glucose 4.0, male exirect [0, yease extrace 441, and ogar 180
The pH of the mediom wee adjusted 1o 74 with a 2 M NaOH solusion
el awtockaving at 120 °C for 20 oun

Fermentating sl Isobation. A maore skt caliere of the aran 5,
algericusiv MRRL B-24137 wis incculalad o S0 L Erbenmever
Alasks coch comasming 100 ml of a basal semisvnthetso mediom (550
consiading of {in 271 of distilled HO0) T 4 - gluense { 0 NH 50,
(2.0, Nal'l 120, KHPO, 0050, Ko POy (10, Mgh0,-THO ©.2),
Cal0y 500 and et extract (2000 The pH of the wediom was
addjusted 1o 70 wsng a2 M ONGCH solution poor 1o astockaving, The
waleric acid wos pdded an g coneemration of 5 mbd eoihe medivm priog
i imcculation. The colne was incubated o0 @ rotary shaker 240 rpm)
at 0 °C For 5 ddaws, The fermentaion prosedurs was repeated to chiain
weotal of 12 L of cultuee broth. Th cublunes wene cealrifuged and
filtered 10 wemove mycebiom, The cultune filtrate wirs extracted with
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1166 Jowrmal of Noture! Prodwets, 2000, Val 73, No. o

aann gl vl ol BRUM, sl tlve onganie Lgeer wirs deed witly BNazsOy
and concentrabed wnder vacom o generabe o coude extzact. The T
WS p.url].lll:\.-' |v.|r'||"m,L o pn'p.nr,niw- siliga -[:._'I 0 [N H=-EkAe (15
1N Town active bands were obiained as wellow (AT ol vellow.
oramge (S bands al & valees of 032 and 030 respectively, Afver
clution with MeOH. crude AJ and crude PS were obtmned and purdiped
by HPLC using a contimuous grodk frorm 200 w0 1009 MeOH in HpO
Ad wis composed of o compoaents, thiolotin and 3 PS5 conramed
the live compoumls |, 2, suresthncin, TIP, and SEF. However, [SE
amnifl HLIP were nol obtained under these conditions. The three yellow
comgonrds 1—5 showing the man antimiserobaal activiny wene il
puridied by HPLC sond chirseerizod o s dithiodogy ok donvativis,

Binussuy. MIC values of the antibiotics 1 =3 were determined by a
conventional agar dilulicn meshod using 15P2 medime Tor each best,
the expermments were wepeated four tunes, Tle anginoerobial sty iy
s by after 20—48 hoisoubation w270 for bacteria and 45—72
h nenbmion af 23 °C for Alunesions Fungi and wensls

\'ah—l':\lp}pr:rtllim— FH nr..nt:.u}'ullm.\.' prvw:!;-r; U (MeOHp 2,
(ko 2 ) 207 1), 307 (370 263 (3% mm; "H MM (CDRCT,, 500 M
& 802 (IH, be s, NT—Hy 0,70 0 1H, 2 H-35 334 G3H, s MCH, ) 138
CIHL b P = 76, Ho9h, LET (1HL e H-1000 140 (TH. i, H-1 18 D
(3H L= T3, H-1275 90 NMR (CRCle 125 MHe 0 1716 (0, C-8),
16T.0(C, -5, 1368 o0, Cobmn, 13201 0, Codak 1047 00, Ca6), |08
(OHL Ca35 359 o0H, Ca9), 276 (CH NCEE), 274 (CH,, Ca10, 123
(OH a1 h D35 00H,. C-120 EIMS mfz 270 (M7 281 186 41003,
B3 1T AT 15 HEEIMS wnz 27000489 (oalod. C||_H“N:|]:S-z.
2TROLEFT),

Esovnlerslpyrrothine i 20z vellsworange pow der; o]y =0.7 (0 (03,
BelebH b UV adletoH ) Ay o o0 200 0,10, 305 03T, 380 0290
TH MWK (CDCT, 500 MHes & 755 (1H. br 4, M7HL 670 01H, =
H-20 234 Mo MOHgE 234 (1H dg S = 68, 7,1 -9, 172 00 H,
v, H=000, DA1T0TH, m, H-000, L2003, J, = 68, H- 12, (096 FH,
Lo = TA HaLl VO MR CDCL, 125 MEE & 1745 o0, C-2).
Teas 0, O30 1508 00, Catag, 1320000, Cular 1145 00, Con), 10KS
(CH, O35 428 (0H. C00 2T 6 0CHy, WOHb 27 200 H, -1, 170
VOHs, C-120, Vs U Hy, ©-11; FIMS ez 2700 (M7 4595, 126 (1000,
B3 1Tk 5T (1l HEEIMS wmfz 2700503 (ealed, ©) H NS,
2700057,

Farmslpyreathine (3 vellow posdes: UV iMeH Ao, tlog #i
0% (425 311 (3 3R 39 nmg *H NMEB (CTRC)z 500 MHi o
S 0% (1H, < ) 768 {1H, br s, N7T-H), 6. T4 0H, s, H-3p, 337 (3H, <,
MCHE YO NME CDAC L 125 MHz) & 1665 (0, O30 1593 (0.
8y, D364 G0, Cobap, L0SE (CH, C30 LD YO MM data were not
veennded for X due e sampde limiasion; ©-3a and Cof vwere nodeteend
in the HMBC experiment, DS oz 208 (M7 T2 186 01000, S500 00,
84 (E); HREIMS mafz 2139851 {ealed. O HMNLO.8,, 21398710,

Nores

Ak bedgmpenl, A part of thas work was sapported by e oot
A" Evalwmion of de Prespective de Coopération Tmeouniversitsice Francoe-
Algérienne” ¢ Progromme Tassilif

Referenoes mne Sotes

ol O, B Sopa B Shumoucla, Y Lilnkens, T Lo LS Aol
10T, 30, 33136,

(21 Dwe fa Fuenie, A Losenzana, L. Mo Mariin, 1. F.: Liras, L Bacierial,
N2 FSS, 6386365,

130 Melnerney, B. V. Gregson; R P Lacey, M. L: Akhurs). B ) Lvons,
G.R; Rhodes, 5 H; Smich, LRI Fnl:lolh'rdl. LM, Whine, A H
SN Prod, 101, 54, T74-T84

veby Shorawa, H o Shoesda, A Tababuslhi, 5.0 Awribeon, PRIT, 30 34
452

15y Loamuari. Lo i, A Boudgelle Ho; Badii, B.: Sabaca, M Lebrihg,
A Lefeboore, G Seguin, B Tillequin, F. T Awsibior, N2, 55, 60—
0],
Eacuni. A Lamart, Lo Boadpella H.: Badji. B.: Sabaca, M. Gaouar,
Al Maghieu, o Lebahi, A, Tee 2. Svar Eeod, Micrebial, 2004, 54,
13T7-1381,
(70 Lamari, Lo Zinewni, A Dob, T Sabaca, M Lebdni, A Geomaie,
P Segain. E: Tallequen, F. oL Awribuer, 2002, 55, TO2T06,
(8) Celmer. W. [0: Sclomons, L AL Am Chene Soc. 1955, 77, J861-
2ENE
1 Websier, I, M, Chen, G Hua, Ko Lic I In Entresaparbaoenic
Meomerlogy: Goaugler. B B CAB Internateonal: NI EDE.E. o BEI—
LI4.
100 Serdikovi, Mz Proska, B Ubein, D Fosks 1 Fadio e eshicl 199,
i§, TE2RL,
(1 Db, PR Duma, B B Cure 5ol 198 53, 659660
U2 Amold, ). T Wikenson, B P Share, 5.0 Sweele, V. E. Cianoer Rex
1as_ 55 537543,
U3 Wabkster, I M LiL 1 Chen, G, TLE Paeas 6020360, 2000
{14y Mimamiguehd, B Kuragai, Hi Masuda, T2 Kawada, M Tshizin,
ML Tadeuchi, T. e L Coneer 2000, 93, 307-516,
{158 Stahl, P Seadel, He: Von der Elte, H.: Wilhelms, 0. Ho: Baescl, A
U35, Patent 4, 760077, 1985,
116y Fiihner, H; Fiedler, H P In Fofv Years of drumiceohiols: Parr
Peesporrives g Fanire Treds, S0l Symiposaam of the Scaeny for
Gerere! Microbrology:, Hunter, P AL Duaby, G, Ko Russell, N1
Eds: Uneversity Pres: Cambodge. 1995 pp 6755,
(1T Henriksen, €. M Helm, 5. 5. Schipper, 12 meen, Ho5 Mielsen,
L Willadeen, T, Proc. Binclese, 1917, 72, 5591
(18h Sander. 1. Grablew. 5.2 Thierscke, B In Doy Divcomery frome Mamee:
Grablew, 5. Thiencke, B Eds; Springer: Bedin, 1995 pp 191-
214
P19 Leaf, T f':-.i::r\:m, [; Creverns, O ﬂ{:gmr.in, R Om, 5 Woo, E;
Ashlev, G Licari, P Blosecked. Peog, 2008, Jr, 350-554,

(1.3

MPLRAL)



RESEARCH LETTER

New dithiolopyrrolone antibiotics induced by adding sorbic acid to
the culture medium of Saccharothrix algeriensisNRRL B-24137

Rabida Merrouche', Noureddine Bouras', Yannick Coppel®?, Florence Mathieu®, Nasserdine Sabaou’

& Ahmed Lebrihi®

Lanoratairs de Recharche surles Produits Rioadifs etla Valarisation de |a Siomasse ILPBVE), Ecoke Marmale Supénieure de Kouba, Alger, Algena;
ACNRS, Labarateire de Chimie de Coordination {LCC), Toulowse, France, *Université de Toulouse, UPS, INFT, LOC, Toulpuse, France, and “Laboratoine de
Génia Chémigue UME 5503 (CNRSANPTAURS], Université de Toulouse, ENSATAN? de Toulouse, Castanet-Talosan, France

Comespondence: Ahrmed Lebrihi,
Labaratoire de Génie Chimigue MR 5503
ACNRESTFTALPSY, Ursersite da Toulouss,
EMEATAN de Teulouse, 1 avenue de
Fagrobiopdhe, Castanet-Tobosen Cedes,
France. Tel:: + 33 562 193 000; fa: +33 562
193 901, e-rnall: leboh@bensat fr

Received 5 October 2010; revised 29 January
2001; accepted 31 January 2011

Firnl wiersion published onling 11 March 2011
DOETO 117 1§ 15746068 201102246 x
Editor: Pacling Garbeva

Keywiards

e dithiclopyrro kone antibiotics, Saccharothni

algeriensls, precursors, sorbic acid;
terrmentation; antimueichd activity

Introduction

Actinomycetes are filamentous bacteria that naturally in-
habit sails. They are of great importance in biotechnological
process because of their ability to produce a large number of
antibietics and other bioactive secondary metabolites. Sac-
charathrix algeriensis NREL B-24137 { = D5M 44581 is an
actinomycete that produces binactive compounds helonging
to the dithiolopyreolone class of antibiotics (Lamari er al,,
20023, b Zitowni ed al, 2004), Dithiclopyrrelones are mem-
Trersaf the pyreothine cliss of naturally occurring antibiotics
that contain Neacyl derivatives of f-aminoed,5-dihydro-4-
3-bpyrrole
lone derivatives were previously identified from the culmre
broth of certain Streptontyees spp. (Okamura et al., 1977 De
la Fuente of @l 2002) and from other microorganisms such
as the symbiotic bacteria Nemerhabdws spp. (Mclnerney
et al, 1991) and the marine bacterium Alteromoias v

methyl-5-oxo-1,2-dithiolo]

(Shioeawa of al., 1997),
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Abstract

Drithiokopyreelone antibiotics, produced by several microorganisms, are known for
their strong antimierobial activities, This clas ol amtibiotics generated new interest
after the discovery of their anticancer and antitumor properties. In this study, four
new antibiotics were purified from the fermentation broth of Sacchararhriy
algericnsis MRRL B-24137 and characterized as dithiolopymroelone derivatives.
Thiese new dithivlopyrralone antibistics were induced Ty adding serbic acid, as
precursor, at 2 concentration of 3 mdd to the semi-syothetic medium, The analyss
of the induced antibiotics was carried out by HPLC. The maximal production of
the antibiotics PR2, PRE, PR and PR10 was 0L08 £ 004, 0.21 £ 0.4, 0.13 2003
and 0,09+ 0.00mgL 1 respectively, abtained afier & davs of fermentation. The
chemical structures of these antibiotics were determined by "H- and “C-nudear
magnélie resonance, mass and Uv-visible data, The four new dithiclopyrrolone
antibiotics = PR2, PR8, PRY and PRID = were characterized, respectively, as
crotonyl-pyrrothine, sorbyl-pyrrathine, 2-hexonyl-pyrrothine and 2-methyl-3-
pentenyl-pyrrothine. The minimum inhibitery concentrations of the new induced
antibiatics were determined,

Dithivdopyrrolene antibiotics have strong activities against
a variety of Gram-positive and Gram-negative bactena, yeasts,
filamentous fungl and amochoid parasites (Cemer & Solo-
mons, 1953 Webster er al, 2002 Lamari et al, 2002a).
Furthesmore, this class of antibiotics exhibits protozoicidal,
larvicidal and insecticidal activities (Sturdikevi ot al,, 1990;
Woehster et al, 2002}, and possess ouolstanding antiallergic
action (Stahl er al, 1988). Dithiolopyrralones alsa have strong
activity against several human cancer cell lines and are
especially uselul in the treaument of malignant mammary cells
(Webster ¢f al., 20005 Minamiguchi er af., 2000 ),

The previows studies showed that 5. alyerenss produces
five dithiolopyrrolone  derivatives  characterized by their
different N-acyl groups (R): acetvl-pyrrothine (thiolutin),
ise-butyrl-pyrrothine,  butanoyl-pymrothine,  senccioyl-pyr-
rothine and tglovl-pyroothine (Lamarn ef ol 20023, b; Bouras
ef al, 2008a) (Fig. L} Furthermore, the addition of precursors
o the culture medium led wo the modification in production
levels of known dithiolopyrrolones {Bouras et al, 2006, b)

Dithiclopy rmo-

2 2011 Federatan of Buropean Midobiological Someties
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Fig. 1. Stucture ol dithiskgyerolsns atbiotic pradussd by Seshae
thiix algenansis NRRL B-24137. *Dithigiopwrekenes induced by addng
waleric acid akere.

arwd alay to procuesor-direcicd biosynthesis of new dithivlo-
prrozhone analogucs [ Bouras ¢ wi., 2007, 20083, Consequently,
S alperivnsis has the ability to produce a wide range of
dithiclopyrrolones based on different acd-Cod depending on
the procursors added (Bouras er al, 2007, 2008). Rocently,
Merronche of al (2000} showed that the addinen of valeric
acid st a concentration vl 5 m& induwced the produciion of
three new dithiolopyrrolone dervatives; formyl-pyrrothine,
waleryl-pemathine and iso-valeyl-pyreathine (Fig. 1),

In the present work, new dithiclopyreolone antibicotics
trom 5. algeriensis have been induced by adding sorbic acid
aned subsequently purified and charactedzed, The minirmum
inhibitery concentrations (MIC) of the new induced anti-

binies spgainst several microorganisans were determined,

Materials and methods

Producing strain

Saecharotlivis algeriensis NREL B-21137 (Zitouni e al.,
20040 was grown and mainained o 4 0 on sanis of
International Srrepromyces Froject 2 (158 2) medium | Shir-
L & Gottlieh, 19661,

Fermentation studies of 5. algeriensis with and
without sorbic acid

Culture canditions

A omature slant culture of the sieain S alperiomss was
ineulated inte 300 ml Erlenmever flasks, each containing
1ehml. ynitletic medinm [55M) consisting
of g glucose 10 (Tisher Labusid, 2g {NH, 150, (Frola:
Doy, 2g NaCl (Fisher Labwosi), 0.5g KH., (Acros), 1g
KaHPO, Acrosl, 0.2 g MgsOhy, - THLO {Acros), g CatlOy
{Prolabo) and 1 g veast exeract (1%ifca), in | L distillod water.

a hasal seay

The pH of the smedivm was adjusted o7 usinga 2 M NaOH
The serlic acid (Flukay, a1 o
concentration ol 3 mdd, was supplied to the hasal 555 prior
inveulation. The Dnoculated cullures were put on 2 eotary
shaker at 2490 n.pam. at 30 °C for 10 days,

salulion Before autackving

2 01T Federation of Euraean M
Fublshed by Bachoel P

clinlata Sanane
jihingLtd A tights waercod

F herrguche of al,

Kinetics of antimicrobial products, growth and pH

All kinctics was assesaxd on S5M supplementad with sorbic
acid (at 3mM) and control {without sorbic acid). The activity
anmel Mucor rasng 7, wead s st
microorganisms, was regularly recorded cach day by the agar
diffusion method fwell techaique sch well of 1Hmdd in
diameter made in the I5F 2 agar plate was Alled with 200 4L of
supernatant |.

Loey cell weights were determined as described by Bouras
ot al, (20060} amd expressed us gram per litre, The pH value
was measured with & pH meter (Consert (832, Consort,
MY E AN fests were repestie] Lwn times Trom o separale

wgmninest Bacilee sl

cultures.

Kinetics of antibiotic production and HPLC analysis

The culture Altrate was extracted with an equal volume of

e andd e organic Taver was dried with

dichloromel
anhydrous  sodivm  sulphate amd  concentrated  wneer
uum e generate o crude extract. The extract was
concentrated 1o deyness under vacuum on o Rotavapor
and dhsmolved in | ml of methanol s crude extract, The
analysis of antibiotics induced by addition of sorbic acid
in the SSM wat carrivd aul Ty o HPLEC system equipped
with a Uyg rev phase eodumn (Uptisphere UP30DE,
150 = 6 mbd: BioTek). The samples were analysed amd
quantified as described by Lamari et al, (2002h) and Bouras
et al, [200Ra).

et

Purification of induced antibiotics

The bacteriz were cultivated in 3¥iml Erlenmeyer flasks,
each comtaining 100mL of S50 supplemented with sorbic
acid (3mM . For the purification, cultures were combined
Lo elatiziie 15 L, The invecliam ol aiied the cullure
broth was extracted with dichleromethane on the cighth day
ol fermentation. The concentrated extracts were partiatly
puriliedd on preparative silica gel 80 plates (Merck Art 3735,
Kieselgel 80F 2341 and separated by o onstuse of ethyl
acetate and methanol {100 3wdv, Twe active bands were
oblained as vellow (Al) asd yellow-orange (PS) bands at
retention factor (8 values of 052 and 0,39, respectively.
Alter elution with methanol, ceude A and ceude PS5 were
obtained aned purified by HFLC, Semi-preparative HFLEC
was performed on 4 Waters tem using a Chy column

15 s

(UPIODE, 2500 TEmML The samples were analysed by
lincar gradicnt clution using methanol as solvent A and ulira
prume water as solvent B The separaiion gradient started with
005 sedvent A wed SO0 slvent B and eenched 100% solvent
B and 0% solvent A in 30 min, using a fow of 1.5 mL min ',
The detection of compounds was carried oot at 350 and

ZE0nm.
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Chemical characterization of induced antibiotics

LWvisible alsorplion spectra of induced sntibiotics were

determized with a Shimda LWV 16 rectreplistanwter.
The molecular weights of the compounds were obiined by
electran impact M A51 recorded at 0V with a
Mermag R-10-100 spectrometer. The nudear  magnetic
resenanee INME) sample was prepared by disselving the
pure melcules 1PRI, PRE. PRI and PRIDY in 600ul of
; One- and twoedimensional (210 'H and G
experiments were recerded om a Bruker Avance 500 spectro-
meter equipped with a 5mM wriple resemnc inverse Z-
wradient probe (7B H, '8 BR), Al chemical shifis for 'H
vi b tetmmethylsiline (12850 wing 'H

I sliifts of the solvent as 2 second-

reli

and M

Tresidual ) er 0 chy
ary standand. The temperature was st at 208K Al the "H
and "*C signals were assigned on the basis of chemical shifts,
spit—spin coupling constants, splitting patterns and signal
intensities in "H-"H COSY45, " H-"C HMQE and 'H-MC
HMBC experimentts,

Antimicrobial MIC of purified antibiotics

The MIC of amtibiotics were determined by a conventional
apar dilution method using ISP 2 medium, The antimicro-
bial activity was observed after 2448k incubaticn at 37 ¢
tor bacteria and #8-72-h incubation at 28 "C for fungi and
venss,

Results

Kinetics of antimicrobial products.
of 5. algeriensis

The results af evolution of antimicrob
a5 are shown in Fig. 2, The antimicrobial activity
aof
it M renemniens and Foueth day

pro<ducts of 5,

earlier in the presence of wrbic acidd (thind da

Tern A,

apainst B saela il comparal with control {sevenih day
al fermentation mal M reerindiaens and sivth day
against B saliilis b Sacchereririy algerfonsis exhibited betier
antinicrali alier wddivin of soebic acid compared
with the conirol. The maximal antifunpal activity (25 mM
diameter inhibition after 9 days of fermentation] was groter
than the maximal antibacterial activity (15 mbd diamecter of
inthibition after 7 days of fermentation ),

Effect of addition of sorbic acid on pH of the
medium, growth and antibiotic production

in 5. algeriensis

The actinomycete 5. algerignsis produces five known dithio-
lopyrrolones (thiclutin, iso-butyrel-perrothine, butanoyl-
premethine senecioyl-pyrrothine and tgloyl-pyrrothing) in
the 558 (withowl precursors b as repecied b Lamar of wf,

Fihaharchiol Lett 398 120
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Fig. 2. EMect of addmon of st sod 16 the 55M oo eoluton of
Lioinass, antrnioiabizl actvily and procudtion of new ditlickspy rdones
by Saccheratic algesiensis: (21 SSM without adding serkic acid feen
trol; fh S5 with somnic acid fat Smid) W Bvobition of biomass: e,
Bty SGANE BRONS SUbihs, A Sdvily SIS0 MUOF TSN,
walns d ral indhude the dumeter ol wells Q100
i abitained dithislogryrrakanes, o PRE D, Pas

igsduction of
e HE i

(2002b ), Jmportantly, the additien of sorbic acid to the S350
induced the production of four new dithielopyrrolbones
I, PRs, PRY and FRIG). The retention times of these
new induced compounds (PR2, PRE, PR® and PRIO) ven
recorded a1 28,24, 3686, 37,16 and 37 82 min, respectively,
The growth of 5 wigerienss was inlluenced by the addition

@ 2011 begeration of buropssn Rarchidogee! lasas
Futlichod by Bkl Pubbshing Lo A0 sghs o erad
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ol sarhic acid, By 558 broth {eontol}, the dry cell weight
reached a maximum  after 53 davs of fermentation
(063 £ 003 eL "1 and then decreased w0 reach a value of
05 £ 003 L ' at the end of Termentation (afier 10 davs),
However. by addition of sorbic acid, the dry cell weights
reached a maximum of 1.30 £ 0,08 gL' {also obtained afier

5 davs of fermentation § and then decrensed 0,52 + 6 gL
at the end of fermentation.

Moreover, the sorbic acid allowed a high specific growth
rate (u of 0074+0.004h ', in comparison with
0,043 L0002 h ' with control. In addition, the optimal
praduction of new dithiolopyrralones PR2, PR&, PRY and
PRIO was observed during the idiophase and was generally
dissociated (rom growth, The maximal preducion of the
antilietics PR2, PRS, PE9 and PEIO was 008 =004,
0.21 = 0.0, 003 = 003 and 0.0% + 0.00 mg 1. i respeetively,
recorded on the cighth day of fermentation. The productien
ol thivurin was recuced three tmes more alter addition of
surbic acid (029 L008mgl '} than with the control
(.89 (09 g | "1 Moreover, the fisal PH at the emd of
fermentation {after 10 days) was 7.92 =006 in the presenee
ol sorbic acid as compared with & 1o 4 0,04 with the control.

Purification and characterization of

induced antibiotics

The culture broth with antimicrobial activity was partially
purified, and the thin-layer chromatography plates showed
two bands (A] and PS). The analysis by semi-preparative
reversad-phase HFLC showed that the A) band was com-

prosed of oo compound (hioluting; however, the PS5 Tand
cantained cight compounds: iso-butyryl-pyrrathine, buta-
novl-pyroothine,  seneciovl-pyrothine,  tglovl-pyroothine
(Lavmart o el 20020 aned four isduced unknown <ein-
poued . These last four compounds weee purified by HPLC,
and all appear yellow and exhibit antimicrobial sctivity. The
UNevisible spectra of @eh of the induced compouneds
shawed  three absorption maxima. Compound PR ab-
sorbed at 203, 304 and 395nm, PRE at 202, 2170 and
413nm, PRY at 204, 303 and 402 nm and PRIO at 202, 304
and 395 nm. The molecular weights of PR2 and PRS are wilz

2o anl respectively, PRY and PRI have the s
medecular weight (miz 282).

Compounds PR2, PR, PRY and PRI0 show conumon
"He and "C-NMB spectral fenures: two carbonyd grougs
(6, 167016606 and &, (646~ 1638, two .-;|\"-|1;'|'w$di1’ml
quaternary carbons (6, 1374~1369 and 6, 132.1~131.6),
vnie olelinie group (g 671060 and & 87~ 10683
M-CHa group (g 336 il 6 28.0-2741, and or
premeps £y E0-TA3) These 'H and “'C sigils are typical of
dithiolopyrrolone derivatives, Compound PR2 showed two
additional sp* methines 6y 6,99 and 598 and d, 1428 and
1232 aml ene shditional methy] group (e 193 and & 1741,

B0 Tedmation of Curapean kaelisogdal St
Pubsihed by Blackwesl] Publishing Lad. &8 rights reseneed

# Merrouche ar al

B OIS ooy bpy othae (FR2
B CHCH-CH=CIICH,)
E CH-CH-CHOH.CH,  23ennsyh
B OH-COCH OB 2 Mk ey

trctlize (FR 1)

Flg. 3. Structuse of new dithielopyrrolones 42, #44, PRE and FRID
nduced by adding sorbic acd

The 200 "H-"H and "H-" experiments made it posible to
confirm the presence of 2 2-butenamide side chain |Fig. 3).
Thee E-grometty of the double bond was olsained on the basis
ol the coupling constant of H9-H10 (152 He). Compound
PRE showed four additional sp* mething (8 7.30, 627, 6.26
and 392 and & 1432, 14000, 1293 and 1193} and one
aclditionsl methyl group (dy 190wl & 1845 The 2D
'"H-'H and "H-"C experimer arly revealed thar PRE
contained & 2.4&hexadienamide side chain {

g 31 The EE-
peemetry el the double ongd was deduced from the coupling
constant of H9-HIO (150Hz) and of HII-HI2 (15.1 He,
obitaied Tram simudationt, Compousd PRO showed 1wa
additionsl sp* methines {8y 6.98 and 3.95 and 8, 147.5 and
1215, twes achditional sp* methydenes (64 2.23 and 154 and 6,

Shband FEAsmd o adedivional methyl growp (i 598 and
i, 13440 The 21 "H-"H and "H-""C; experiments established
the presence of o 2-hexenamide swle chain (Fig. 31 The E-

grometry of the double bond was obtained un the basis of the
coupling constant of H9-H 10 ((52Hz}. Compound Piti0
showed one additional sp” methine (8, 5.72 and 8, 115.7),
one sp” methylens (8, 2.21 and 8, 34.2) and two additional
methy grovps (8, 224 and 112 amd 8, 1900 and 12,10 The
200 "H-'H and "H-"C experiments made it possible ta
confirm the presence of 2-pentenamide. 3-methyl side chain
(Fig 30 The geometry of the double bend was assgned as B
by the Jong-rangs e coupling comstants between HY and
CLE = 2 He) and between H% and C13 (-7 Hz).

Antimicrobial activity of purified
dithiolopyrrolone antibiotics

The antimicrobial activity of the rew dithiolopyrrobone anti-
Biistics {PR2, PRE, PRY wiwd PRIOY & shown @ Talde 1 The
antibiotic PRE showad higher activity than other compounds
aginst Gram-positivee Tacteria, The antibiotics PR2 and PRY
were 1ol active against Asperedlug gaforatus and the phyto-
pathogenic fung Fesarioen eosporan £ spe find, Fusarian
grwreiergaraon angl Pusareon menilifornie, However, the anti-

Biotics PRE and PRIO showed o moderate sctvity agginst all
tungi and yeasts tested. Mone of the pew induced antibiotics
showed activity against Gram-negative bectena,
Discussion

Bithioloperrolones are known 1o be produced by several
spedies of Strepromyocs, Nenerlabiies and Alteremeans, The

FEWG hiiritiol Lett 3181207 1 d—dE



Mew dithicloperelones from Saccharothix aiganensis

Table 1. Antimicrobial MIC feg ml=")ed new dittiolopyrolone antibio-
tics produced by Seccharathng Alpenenss

Mew dithiolepyrralones

Test oeganism * FRZ PRZ PRE  PRID

Bacilus subeils (ATCC BEIT) s 20 = 100 20
Bacilus codgquians [CIF BE25) k=] 30 = 100 20
Lestena movocyfogenes (TP B2110) a0 w20 o
Microcecous Atews (ATCC 93141 El 0 EE] =
Sraphylocoorus sureus (CIF Ta25) 30 10=100 100
Agrobacrarum fumefaciens ino. 21008) = 106 = 100 > 100 =100
Eschenthia coll (ATCC 10536 =100 =100 =~ 100 =100
Klabsialy prermonize CIRE2S1) =100 =100=100 =100
Salmoneta enterica (CIF 81.3) =100 =100 =100 =100
Peaudomonias gergiicsa (CP A2 2 =100 =100= 100 =100
Aspergifus carbonanis (M333) =100 200100 r
Fusarium axysnomr £, 5p. ind (Foln 33 = 100 75 =100 50
Fumanium manilomme =100 75 =100 5
FiaSarim sgusat 50 n = El
FLEAMILM Culmonit 50 50 50 in
FLISATILITY GaTam BRiEmry =100 50 = 120 i
Mucorraranvanus (NSRL 1825) 50 a0 ]
Pantalum: expansum bEd 20 100 an
Candida afbicans (B 200) =100 50 50 z
Saccharomyes cemvaae (ATCC 4226) n 50 30 o

“The test mricrocnganisms without an accesson number were from our
laboratory oollection

actinomycete 5. algeriensis produces five dithiolopyrrolones
in the basic medivm (without precursors): thielutin, iso-
butyrylpyrrothine,  butanovl-pyrrothine,  senecioyl-pyr
rothing and tigloyl-pyrrothine (Lamari et al, 2002b). This
actinomycete has a great ability to produce a wide range of
dithiolopyreolone derivatives that, depending on e com-
position of the culture medium, nature and concentration of
precursers acdded and an encymatic svstem, are imvolved in
attaching a variety of rvadicals (R} inte pyrrothine ring
(Bouras ¢f al, 2006a,b, 2007, 2008; Chorin ef o, 2009],
The data presented above show that the addition of sorbic
acid at a concentration of 5mM to the 55M as a precurser
has induced the production of four new peaks, as revealed
by HPLC analysis These induced compounds did not
correspond to known dithiolopyrrolones with respect o
retention time, but they were identified as dithiolopyreolone
cerivatives by their specieal characteristios (UV spectres,
EIMs and NMER)L

From MS and "H-and "C-NMR spectroscopic analvses,
as well as by comparisen with all dithiolopyrrolone deriva-
tives reported i the literature, the structures of the four
new dithiolepyreolones (PR2, PRE, PR? and PRLO) were
chaeacterized s N-acyl derivatives of s-amino-4,5-dihydreo-
4-methyl-5-oxc-1,2-dithiclo[ 4, 3-b|pyrrole. The four com-
pounds showed o prominent fragment ion of sz 186 and
indicated by the EIMS spectrum an extra methyl group in

FEME hicrobiol Let1 318 20111 41-56
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the heterocyclic ring (corresponding to the empirical for-
mula Oy H N80 e reported for other dithiolepyrrolones
(MeTneeney et al, 1998 Lamari er al, 2002b).

Om the basis of NMR and M5 data, the molecular formula
of PR2 was determined as CpoHoNa0u5; (Fig, 31 The
antibiotic FRE was determined as C; H ) NoOL8;, suggesting
an imact direct incorporation of the sorbic acid mte
pyreothing ring. The results of Bourss e al, (2008} showed
that addition of precursors into the culture medium, such as
arganic acds, led 10 precursor-directed biosynthesis of new
dithiolopyrrolane analogues, In the same context, Chorin
el al. (2009) suggest that the enzymatic reaction of pyr-
rothine sevlation tukes part in the dithislopyrrolens biosyn-
thelic pathway in 5 algeriessis, which is able to use acyl-CoA
with different structures (acetyl-CoA and benzoyl-CoA ) as
substrates 1o preduce corresponding dithiolepyrrolone
{acctyl-pyrrothine and benzoyl-pyrrothine). Furthermore,
the antibiotic PRY showed the ame moelecular weight as
PRI0C (mfz 2820 with the same molecular  formula
o Hy MoOLS suggesting isomeric compoundds.

The new dithiolopyrrolones (PR2, PR, PRO and PRIO)
were named, respectively, erotonyl-pyerothine, sorbyl-pyr-
rothine, 2-hexonyl-pyrrothine and  2-methyl-3-pentenyl-
prrcothine

Onur resulis showed that the antibacterial and antifungal
activities of the newly ob@ined dithiolepyrrolones are
related 1o theic variable acyl groups. The antibiotic PR&
{sochyl-pyrrothine) showed higher activity than other com-
pounds against Gram-positive bacteria. The new dithiolo-
prreolone antibiotics showed a moderate activity against all
fungi and yeasts tested (except for PR2 and PR, which are
net active against A, eorbonarius, #ooxsporme osp lind,
F. grammingename or F momiliferme). Interestingly, the anti-
bigtic 2-methyl-3-pentenyi-pyrrothine { PR 10 showed higher
activity against A carboraries and Candidds albvcans, than
showed by any of the other dithiolopyrrolones produced by 5.
ulgericnsis, In fuct, the bivlogical activity of dithiolopyrro-
lomes is strongly influenced by the nature of variable acvl
groups, as reported previously (Oliva er al, 200%; Li et al,
2007 Guo of al, 2008). Furthermore, none of the newly
obtained antibiotics showed any adivity against Gramenega-
tive bacteria: similar results have been obtained with other
dithivlopyrolones produced by 5. algerensts (Laman e al.,
2002a; Merrowehe of al,, 2010),
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