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AVANT- PROPOS

Selon 'OMS, en 2004, le cancer était a l'origite 7,4 millions de déces dans le
monde, soit 13 % de la mortalité mondiale. D’'icR@30, le nombre de déces par cancer
devrait poursuivre sa progression et atteindre illibbrrs de personnes.

En France, un homme sur deux et une femme surdésislopperont un cancer au cours de
leur vie. Le cancer est devenu la premiére causeat¢alité en France et le sera bientdt a
I’échelle mondiale.

La compréhension des difféerents mécanismes qusseégi I'apparition d’'un cancer est 'un
des aspects fondamentaux de la recherche contoarleer. De nombreux efforts sont
également réalisés pour développer de nouveauxs odiagnostiques toujours plus
performants. Par ailleurs, la prévention joue e niportant dans la lutte contre le cancer.
Les traitements représentent également un enjemtess Les progres réalisés pour guérir le
cancer sont indéniables notamment avec l'avenendmtla chimiothérapie et le
développement des thérapies ciblées.

A ce jour, certains cancers présentent des tawsunge de 95 % a cing ans (lévres, bouches
et pharynx). A l'inverse des cancers comme celupdumon présentent encore des taux de
survies relativement faibles a cing ans (14% deisur 5 ans).

Le milieu naturel a toujours été une source tr@égortante de molécules a activité
biologique et 60% des anticancéreux utilisés aufbeactuelle ont pour origine un produit
naturel. Le monde marin est I'écosysteme qui ptésén plus grande diversité, avec de
nombreux organismes sans équivalent terrestre.cBaséquent, chercher de nouveaux
traitements dans le milieu naturel et en particulians le monde marin laisse entrevoir de

nombreuses perspectives de réussite.



Chapitre 1

CHAPITRE 1 : INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

BIOLOGIE ET TRAITEMENTS DU CANCER PAR LES
MOLECULES NATURELLES, POTENTIEL DES

MOLECULES ISSUES DE L'ENVIRONNEMENT MARIN



Chapitre 1

SECTION 1 : BIOLOGIE DU CANCER

1 LECYCLE CELLULAIRE

1.1 LECYCLE CELLULAIRE

Le cancempeut étre défini comme une maladie liée a la pradiion incontrélée et la
dissémination dans I'organisme de cellules deveamesmales. Les processus qui régissent
la division cellulaire sont donc tres importantsislda cancérogénese. La division cellulaire
est contrélée par le cycle cellulaire. 1l a poundiion de reproduire des cellules filles
identiques a la cellule mere, et celles dont 'AB$t altéré sont réparées ou détruites (Traité
de chimie thérapeutique, chapitre’.1)e déréglement des systémes régissant et camtrola
'avancement du cycle cellulaire est a l'origine ldeprolifération incontrdlée des cellules

cancéreuses.

’

Apoptose

Point de contréle G ,
(Cdc25B)

Point de
restriction

\
Apoptose

~ - Point de contrle G
(Cdc25A)

Figure 1 : Le cycle cellulaire (Traité de chimie th  érapeutique, chapitre 1)

! Bernades-Genisson, V., Bernadou, J., Berque-Bestel, Brion, J.D., Couquelet, J., Cussac, M., Debaert,
M., Duval, O., Giorgi-Renault, S., Huet, J., Lacroix R., Laronze, J., Laronze, J.Y., Le Baut, G.,
Loiseau, P., Nuhrich, A., Plat, M., Poisson, J., Rabt-Piessard, S., Tournaire-Arellano, C., Uriac,
P. & Varache-Lembege, M.(Eds.) (2003)Traité de chimie thérapeutique - Médicaments amtdraux
et perspectives dans le traitement des cancavsisier.



Chapitre 1

Le cycle cellulaire est représenté sur la figur€d .cycle concerne toutes les cellules activées
par un facteur de croissance et comprend quatpe£tdont la chronologie est strictement
déterminée : G S, G, M :

- Gi: synthése des molécules nécessaires a la divisioellulaire
(désoxyribonucléotides, enzymes ...), il n'y a pasréldication de 'ADN (cellule
diploide).

- S:replication de 'ADN, la cellule 2n devient &étraploide).

- Gy: la cellule met en place les protéines du fuse#otique. Il y a séparation des
deux centrosomes.

- M : mitose.

Les cellules qui ne sont pas dans le cycle cetkilsont dites « quiescentes » et se trouvent en
phase G

A I'état physiologique, la progression d'une cadliers la phase suivante n’est possible que
lorsque tous les événements relatifs a la phasggeéte sont achevés. Le systeme possede
deux points de contrble (passage dea(s et de @a M) et un point de restriction R en.G
Chaque changement de phase du cycle cellulaimrésédé d’un contréle sous la dépendance
de kinases (CdK), de protéines activatrices (cgslirou inhibitrices (CKI, ou Cdk inhibitors).
Les éléments clefs des événements majeurs du cgliidaire sont les enzymes a activité
protéine kinase : les CdK. Elles sont réguléedpax types de mécanismes (Traité de chimie
thérapeutique, chapitre 1) :

- des réactions de phosphorylation et de déphostimny)

- par I'association avec des protéines activatriessgyclines.

L’activité des CdK est trés faible au début de Gette activité déclenche la formation des
complexes de pré-réplication. Au milieu de la ph&3g l'activité des CdK est plus
importante. Elle est due a I'association des CdK@dK6 aux cyclines de type D. Parmi les
substrats de ces enzymes, il y a la pRb (protégelatrice). La phosphorylation de pRb
conduit a la transcription de plusieurs genes, dehti codant pour les cyclines E et A, CdK1
et les protéines intervenant dans la réplicatioa. dassage de ;Ga S (initiation de la
réplication) est induit par I'activité des complex€yclineE-CdK2 et CyclineA-CdK2. Le
passage de & M est provoqué par I'activité des complexes Dg#-CdK1 et CyclineB-
CdK1, responsables de la phosphorylation de subdéia que le cytosquelette, les histones et
les protéines de I'enveloppe nucléaire (Karp, 2010)
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Les Phosphatases Cdc25A, B et C déphosphorylemttieent les complexes CdK/cycline.
Cdc25A permet le passage G1, S (activation de @glkRre E), alors que Cdc25B autorise
la transition G2-M (activation de CdK1-CyclineB)dC25A et CdC25B sont surexprimées
dans de nombreux cancers (Traité de chimie thétigjpet chapitre 1; Karp, 2010).

1.2 BIOLOGIE DU CANCER

Le cancer résulte de six altérations de la phggielcellulaire (Hanahan & Weinberg,
2000). Ces altérations sont communes a touteseledes cancéreuses et sont a l'origine de
leur prolifération incontrélée.

La division cellulaire est induite par certainsngigx (facteurs de croissance). Contrairement
aux cellules normales, les cellules cancéreusasiezeqt la capacité a produire elles-mémes
leurs propres signaux de croissance cellulaire ‘gt &re sensibles. Cette capacité
s’accompagne de l'apparition d'une insensibilité différents signaux antiprolifératifs. Par
ailleurs, I'apoptose, qui est I'un des moyens d&rdetion des cellules ne pouvant achever un
cycle cellulaire normal, est absente (Cf. figure lgs cellules cancéreuses acquierent
également la capacité a se diviser a l'infini eicliver I'angiogenese des capillaires sanguins
a proximité. Enfin, la tumeur primaire envahit lessus adjacents et dissémine des cellules
pionnieéres dans I'organisme qui fonderont des tusieacondaires (métastases). Ces tumeurs
distantes sont la cause de 90% des déces daraniesrs (Hanahan & Weinberg, 2000). Ces

différentes altérations physiologiques sont repr&ss sur la figure 2.

Autosuffisance en
facteurs de croissance

Disparition Insensibilité aux
de I'apoptose signaux antiprolifératifs

Activation de Invasion des tissus
I'angiogenése et métastases

Potentiel de divisons

infini

Figure 2 : Les six altérations physiologiques de la cellule conduisant a la formation de cellules
cancéreuses (Hanahan & Weinberg, 2000)



Chapitre 1

1.3 GENESE DES CELLULES CANCEREUSES

Une cellule devient cancéreuse suite a une atiérde son ADN. Il existe deux types
de modifications génétiques conduisant a la foironati'une cellule cancéreuse (Karp, 2010;
Lechat, 2006) :
- linactivation de genes suppresseurs de tumeurs,

- l'activation de proto-oncongénes en oncogenes.

1.3.1 Inactivation des genes suppresseurs
Actuellement, plus de vingt genes suppresseursuaeurs sont connus. Certains

codent pour des facteurs de transcription commeep¥8TI, d’autres pour des régulateurs du
cycle cellulaires comme RB et pl6, ou encore poes @rotéines intervenant dans la
régulation des systémes de transmission (NF-Iplupart des protéines codées par les genes
suppresseurs de tumeurs fonctionnent comme dedat@grns négatifs de la prolifération
cellulaire (Karp, 2010).

La mutation la plus rencontrée dans les cancersamanest celle du géne qui code pour la
protéine p53 (50% des cancers). Elle est directenmapliquée dans le processus de
réparation de I'ADN et dans le phénoméne d’apoptbse protéine p53 non fonctionnelle
conduit a l'accumulation d’erreurs dans le génomevant amener a I'apparition d’'une

cellule cancéreuse (Yokota, 2000).

1.3.2 Activation de proto-oncogenes

Les cellules cancéreuses proliferent de mani@reninblée. Cette propriété est liee a
I'activation constitutive d’'oncogenes cellulairdsl’état physiologique, ces génes se trouvent
sous forme de « proto-oncogenes ». lIs sont imggilans les processus de croissance et de
différenciation tissulaire. lls sont induits en ogenes par transformation virale, par
mutation, par amplification ou translocation/déession génique.

Les oncogénes peuvent conférer aux cellules camesdeur autonomie de croissance. lls
interviennent également dans la différenciatioriutalte et générent des erreurs dans les
programmes de maturation cellulaire.

L’'oncogene muté le plus frequemment retrouvé daasumeurs humaines est Ras. Il code
pour une protéine de fixation au GTP (Ras) régekatdans une des voies de contréle de la
prolifération cellulaire (Yokota, 2000; Lechat, Z)&arp, 2010).
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1.3.3 Accumulation des altérations génétiques

Dans les stades précoces du cancer, les cellélesont pas encore invasives et
métastatiques. Au fil de la progression tumorade,dltérations de 'ADN s’accumulent avec
I'apparition de nouveaux clones. Certains de cesed acquierent la capacité a métastaser et

a former des tumeurs secondaires (Yokota, 2000Yi@tire 3).
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Tissu normal Lésion pré-cancéreuse Tumeur primaire Met  astases

O Cellule normale oCellule pré-cancéreuse @cllule cancér euse @ Cellule cancéreuse métastatique

Figure 3 : Les différentes étapes de la progression tumorale, en association avec les
altérations génétiques des cellules (Yokota, 2000)

Les cellules ayant accumulées le plus d’altératigénétiques seront donc retrouvées
dans les tumeurs secondaires. La figure 3 monteel@gi métastases se forment a la fin du
processus de cancérogénese. La figure 4 représerdee d’apparition des différentes
caractéristiques de la cellule tumorale : autosaffce en facteurs de croissance, insensibilité
aux signaux antiprolifératifs, disparition du phérmeme d’apoptose, apparition d’'un potentiel
de division cellulaire infini, induction de I'angienése et capacité a former des métastases.
Dans les différentes chronologies représentéesablas selon les types de cancers), la

capacité a métastaser est souvent I'une des desrgaractéristiques acquises.



Chapitre 1

A
Pictogrammes  Caractéristiques

ﬂ Autosuffisance en facteurs de croissance

Insensibilité aux signaux antiprolifératifs

Disparition de I'apoptose
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Figure 4: Ordre dapparition des différentes altér ations physiologiques de la cellule
conduisant a la formation de cellules cancéreuses ( Hanahan & Weinberg, 2000). A: les
différentes caractéristiques du cancer. B : chronol ogies d’'apparition des caractéristiques de la
cellule cancéreuse

1.3.4 Défaut d’apoptose et tumorogenése

Le processus par lequel une cellule normale dewiee cellule maligne ayant la
capacité de former une tumeur requiert plusieursgiéments de la machinerie cellulaire. La
disparition du phénoméne d’'apoptose (mort cellalaprogrammée) est I'un de ces
déréglements.

La mort cellulaire programmée fait partie intégearde la physiologie normale d'un
organisme. Un déréglement peut étre a I'originaaiebreuses pathologies. La disparition de
ce phénomene est I'une des raisons qui expligeiteenue d’'un cancer. Il existe d’autres
types de mort cellulaire, comme la nécrose, la Sfree ou encore l'autophagie qui ne
compensent gqu’en partie la disparition du phénontésmgoptose chez les cellules tumorales.
Par conséquent, de nombreuses recherches se datalig les voies cellulaires qui régissent
ce phénomene afin que I'apoptose puisse étre réstathez les cellules cancéreuses (de
Bruin & Medema, 2008).
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1.3.4.1 Les différentes voies régulant I'apoptose

Le terme d’apoptose regroupe des caractéristimaphologiques que possedent les
cellules apoptotiques comme I'altération de la memé plasmique ou la formation de corps
apoptotiques (Kerr, 1972).

Durant I'apoptose, la membrane plasmique perd sgmétrie et les phosphatidylsérines (Ps)
se trouvent exposées a l'extérieur de la celluke.cBangement d’orientation des Ps est un
signal pour les macrophages qui participent alota destruction des cellules entrées en
apoptose. Ce type de mort cellulaire ne déclenasediinflammation (Fadolet al, 2000).
C’est un phénomene finement régulé. Il peut étieéipar deux types de signaux : des
signaux de stress intracellulaires ou par des digaxtracellulaires. Les différentes voies qui
régissent 'apoptose sont présentées sur la figure

Les signaux de stress intracellulaire comme lesndages de I'ADN, le stress oxydatif ou
I'activation d’'oncogéne conduisent a la perméadtiitm de la membrane externe de la
mitochondrie et a la libération de cytochromes €.pfocessus est étroitement régulé par les
protéines de la famille Bcl-2, qui peuvent jouelaafois un réle pro ou anti-apoptotique.
Parmi cette famille de protéines, Bax et Bak samincies pour induire la perméabilisation de
la membrane externe mitochondriale en formant @essp(oligomérisation) (Kuwanet al,
2002; Weiet al, 2001). Les protéines de la famille BH3 (strictetmero-apoptotiques),
comme Bid, Bim, Bad, Noxa et Puma activent BaxueBak.

Deux modéles ont été proposés pour cette activéflertoet al, 2006; Cheret al, 2005;
Kuwanaet al, 2005; Letakt al, 2002):

- certaines études suggerent que l'activation gevfa la liaison des protéines BH3 aux
protéines Bcl-2 anti-apoptotiques (comme Bcl-2, -8¢lBcl-w et Mcl-1), ce qui léve
I'inhibition de I'apoptose exercée par ces protsine

- d’autres études suggérent qu'un sous-ensemlpeotiEines BH3 peut directement se lier et
activer Bax et, ou Bak.

Le relargage du cytochrome c¢ conduit a la formatium complexe : « I'apoptosome »,
constitué du cytochrome c, d’Apaf-1 et de la prepase-9. La caspase-9 est autoactivée par
la proximité générée par la formation de I'apopinso(Boatrightet al, 2003; Popet al,
2006; Stennicket al, 1999). La caspase-9 clive et active les caspefgadrices (de Bruin &
Medema, 2008).



Chapitre 1
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Figure 5: Régulation de I'apoptose. Voie intracellu laire et voie extracellulaire (de Bruin &
Medema, 2008)

Lorsque les ligands extracellulaires comme FasIN€&o ou TRAIL (TNF-related
apoptosis-inducing ligand) se lient a leurs réaagteles domaines intracellulaires de ces
récepteurs regroupent alors des protéines adagmtftomme FADD et TRADD) ainsi que
les pro-caspases-8 et -10. Cet ensemble forme3€ MDeath Inducing Signaling Complex)
(Nagata, 1997). Les caspases-8 et -10 sont actauéesveau du DISC (Bao & Shi, 2006;
Boatrightet al, 2003; Donepudet al, 2003). Cette activation est contrdlée par lesgmes
c-FLIP (cellular FLICE inhibitory proteins). Les abe formes de cette protéine la petite (c-
FLIPs) et la grande (c-FLIB empéchent I'activation des caspases (bien quitilssipposé que
c-FLIP_ facilite la liaison et donc l'activation des casps quand elle est faiblement
exprimée) (Changt al, 2002; Hyeret al, 2006; Micheatet al, 2002; Sharget al, 2005).

10



Chapitre 1

Lorsque la caspase-8 est activée, le signal deplage se propagsa le clivage direct des
caspases effectrices (de Bruin & Medema, 200&t lal, 1998).
Toutefois, les voies intracellulaires et extradaihes de I'apoptose deviennent communes au
niveau de la mitochondrie. En effet, la caspapets aussi cliver la protéine Bid en sa forme
active tBid. En devenant un membre pro-apoptotiiéa famille des protéines Bcl-2, t-Bid
active Bax/Bak ce qui provoque le relargage deatytame c (Liet al, 1998).
Ces deux voies conduisent a I'activation des caspaffectrices (-3, -6 et -7) qui sont les
principales protéases qui vont dégrader la cellubur activité est, au moins dans une
certaine mesure, tenue en échec par IAPs (Inhibftépoptosis Proteins) (Roy, 1995). IAPs
est elle-méme inhibée par les protéines SMAC/DIAB(W et al, 2000; Verhageret al,
2000) et la sérine-protéase HTrA2/0Omi (Suzakial, 2001). Ces protéines sont également
relarguées par la mitochondrie, probablement en enfamps que le cytochrome ¢ pour
atténuer le signal inhibiteur et pour amplifiersignal apoptotique (Bremeat al, 2006; de
Bruin & Medema, 2008).
Les caspases effectrices ont une action sur (Ra0) :

- Une douzaine de protéines kinases.

- Des lamines, qui forment la limite interne de I'eloppe nucléaire. La scission des

lamines aboutit a la dégradation de la lame nudé#ia la contraction du noyau.
- Des protéines nécessaires a la structure cellulaoenme celles des filaments
intermédiaires : I'actine et la gelsoline. Le dégeage de ces protéines et I'inactivation

qui en découle conduisent a des changements denta fde la cellule.

Les caspases sont également responsables duecliéath PARP (poly ADP ribose
polymérase), enzyme essentielle située dans leundsiées activent des protéines douées
d’activité endonucléasique telles que les CAD (@asp Activated DNAse) et le facteur de
fragmentation DFF (DNA Fragmentation Factor) (K&f10).
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1.3.4.2 Apoptose et tumorogénese

L’apoptose est reconnue comme la plus grandeépargque doivent contourner les
cellules tumorales. Cette barriere franchie, epesivent alors survivre et proliférer. Les
cellules cancéreuses acquierent une résistanapaptose en adoptant plusieurs stratégies :

- La perte de fonction par mutation de la protéin®, pfui est un suppresseur de tumeur,
est frequemment observée. En effet, p53 est praceatie 'apoptose, en activant la
transcription des protéines pro-apoptotiques darfalle Bcl-2, dans des contextes ou
'ADN est endommagé. Une protéine p53 non-fonctalen peut donc étre
directement reliée a un défaut d’induction de ljgioge aprés un stress cellulaire.

- D’autres modifications anti-apoptotiques sont ob&es dans les tumeurs humaines,
elles impliquent la famille des protéines Bcl-21aP. Une perte de fonction des
protéines pro-apoptotiques Bax et Bak ou le hautan d’expression des protéines
anti-apoptotiques conduit & l'inhibition de I'apope.

Des modifications dans les voies des récepteurnaté peuvent aussi jouer un réle dans la
résistance a I'apoptose (Brenedral, 2006; de Bruin & Medema, 2008).

1.3.4.3 Modifications morphologiques et biochimique s au cours de I'apoptose

Les cellules qui rentrent en apoptose montrent aesigements biochimiques et
morphologiques caractéristiques. Ces différenta@bments sont présentés dans le tableau 1.
lls comprennent I'agrégation de la chromatine,dadensation du cytoplasme et du noyau, la
partition du cytoplasme et du noyau en petitescudss (appelées corps apoptotiques). lls
contiennent des ribosomes, des mitochondries egaet du matériel nucléairk vivo, ces
corps apoptotiques sont rapidement reconnus etoplisis par les macrophages et les
cellules épithéliales adjacentes. En raison de éeamisme tres efficace de destruction des

cellules apoptotiques, la réponse inflammatoirstpas déclenchée (Cohen, 1993).
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Tableau 1 : Changements morphologiques et biochimiq

(Cohen, 1993).

ues chez la cellule durant I'apoptose

Changements

morphologiques

Changements biochimiques

Signification physiologicgi

0 Bourgeonnement de la
membrane sans perte
d’intégrité

0 Agrégation de la
chromatine au niveau de |
membrane nucléaire

o Diminution du volume
cytoplasmique et
condensation du noyau

o Fragmentation de la cellul

o Formation de vésicules
(corps apoptotiques)

0 La mitochondrie devient
perméable a cause de la

formation de pores

o Procédé étroitement régul
enzymatiquement

o Fragmentation non
aléatoire de 'ADN

I'apoptose)
o Relargage dans le
cytoplasme par les

mitochondries de facteurs

a)

-

activateurs de I'apoptose
(cytochrome c)

o Activation de la cascade
des caspases

o Altération de la membrane
(translocation des PS du
coté extracellulaire de la

membrane plasmique)

a (marque caractéristique de

po Affecte des cellules
individuelles
olnduite par des stimuli :

absence de facteurs

D

de croissance

changement de

I'environnement

hormonal

oPas de réponse
inflammatoire

oPhagocytose par les
cellules épithéliales
adjacentes et les
macrophages
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SECTION 2: TRAITEMENTS DES CANCERS, MODES D'ACTION DES

ANTICANCEREUX ET UTILISATION DE MOLECULES NATURELLES TERRESTRES

1 LESDIFFERENTS TRAITEMENTS DU CANCER

Pour traiter les cancers, il existe deux grangegyde traitements. Les traitements
locorégionaux qui agissent directement sur la tumetles traitements systémiques qui ne

sont pas ciblés. Les différents traitements sonégdement couplés.
1.1 LES TRAITEMENTS LOCOREGIONAUX

1.1.1 La chirurgie

La chirurgie a été le premier traitement utilig@iplutter contre le cancer, notamment
pour traiter les petites tumeurs localisées outueseurs solides a développement lent qui
représentent 70% des cancers.

Elle consiste en I'ablation de la tumeur et esvsatiassociée a d'autres thérapies telles que la
chimiothérapie, la radiothérapie ou I'hormonothé&rage traitement est le seul moyen de

traiter les zones peu vascularisées ou la chimiagie n’accéde pas.

1.1.2 Laradiothérapie

bY

L’alternative a la chirurgie, lorsque l'organe eatt doit étre préservé, est la
radiothérapie. La radiothérapie agit localement lsurégion irradiée. Tous les types de
radiothérapie sont basés sur l'ionisation. Lesiqads émises (électrons, photons Xyqu
protons) interagissent avec I'eau des cellules paumer des especes réactives de I'oxygene
(ROS), provoquant la destruction des cellules aijes. Il existe différents types de
radiothérapie :

- La radiothérapie transcutanée : ce traitement esé bsur un générateur de
rayonnement qui se situe en dehors du corps. lissefaux de radiations émis par ce
générateur traitent la tumeur.

- L'irradiation interstitielle ou curiethérapie : teettechnique consiste a implanter
temporairement dans la tumeur ou a proximité desces radioactives.

- La radiothérapie métabolique : cette méthode repasd’utilisation de molécules a
pouvoir ionisant se fixant sélectivement sur la@um La molécule est injectée dans

I'organisme.
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1.1.3 La photothérapie dynamique des tumeurs

La photothérapie dynamique repose sur lutilisatioombinée d'une substance
photosensibilisante et d’une irradiation lumineagpropriée (LASER) qui pénétre bien les
tissus. La substance photosensibilisante est ées@inse concentrer le plus sélectivement
possible dans les tissus a traiter. L'irradiatiorecldnche la photooxydation du
photosensibilisant, ce qui va provoquer un stregslatif (production localisée de ROS) et
entrainer la mort cellulairéTraité de chimie thérapeutique, chapitre 38; (Rkal2003;
Gachard-Bouty, 2003) (Cf. Figure 6). La substantet@sensibilisante peut étre administrée
soit par voie intraveineuse soit par voie topigDet{y et al, 2004). La plupart des molécules
utilisées en photothérapie des tumeurs sont degédéde porphyrines tels que le porfimere

sodique ou des chlorines, des bactériochlorinedesuéxaphyrines.

Tissus sain

Irradiation
lumineuse
Injection de

porphyrines
Tumeur détruite

=D "y
—p £3 )
Apres gﬁ §;§ gﬁ Apres
quelques minutes quelques heures

Figure 6 : Représentation du principe de la PDT (Gac  hard-Bouty, 2003)

1.2 LES TRAITEMENTS SYSTEMIQUES

1.2.1 L’hormonothérapie

L'hormonothérapie est utilisée pour lutter comdsecancers dont le développement est
dépendant d’hormone. Ce traitement est particutierd efficace dans les cancers du sein et
de la prostate. Il inclut des médicaments dontidacconsiste a stopper la production de

certaines hormones et a modifier leur fonctionngmen
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1.2.2 L’immunothérapie

L'approche immunothérapeutique est basée sur ldifitation et I'exploitation des
mécanismes cellulaires de défense de I'héte oulesurontrdole de la régulation de la
prolifération et de la différenciation des cellutkssysteme immunitaire.

L’'immunothérapie passive est une méthode qui atildes anticorps comme agents
thérapeutiques. Ces anticorps reconnaissent etssam a des protéines spécifiques a la
surface des cellules tumorales. Apres sa fixati@amticorps dirige une attaque contre la
cellule en mobilisant d’autres éléments du systammunitaire. Actuellement, une vingtaine
d’anticorps monoclonaux a été approuvée pour leetreent du cancer et d’autres maladies.
L’herceptine est un anticorps humanisé dirigé enin récepteur de la surface cellulaire
Her2. Il fixe le facteur de croissance HéaRorisant la prolifération des cellules du caraer
sein surexprimé dans 25% des cancers du sein. tigaRIM est utilisé pour le traitement du
lymphome a cellules B autre que celui de HodgKis unit & la protéine CD20 de la surface
des cellules B malignes. Dans 95% des cas, 'ud®hanticorps a la protéine CD20 bloque
la croissance de la cellule et induit I'apoptosar{K 2010).

Une approche active fait appel a 'usage des moeluis de 'immunité comme les cytokines
avec notamment les interférons (IFN), les interliee& (IL) et les TNF.

Pour les IFN, le mécanisme comporte la liaisonl&®I(a, B, y) a un récepteur spécifique de
la membrane de la cellule cible qui déclenche w@ree ge réactions intracellulaires ayant
pour résultat la synthése d’ARN et de protéines.|&a intermédiaire, une triple activité est
mise en jeu: antivirale, antiproliférative et imnwmodulatrice (Traité de chimie
thérapeutique, chapitre 37).

L'IL1 stimule la prolifération des lymphocytes. &lest libérée par les macrophages apres
captation de I'antigene (Traité de chimie thérajpewa, chapitre 37).

L'IL2 stimule la prolifération et la différenciatio des lymphocytes B et agit comme un
facteur de croissance pour les lymphocytes NK pmurduire aux lymphocytes T tueurs
activés. Elle provoque la libération d’IiFNet de TNF (Traité de chimie thérapeutique,
chapitre 37).

La famille des TNF comprend deux cytokines tréesiwais (TNFa et 8) qui jouent un role
important dans le développement de la réponse irtaie Le TNFao est un facteur de
nécrose tumorale mais également un médiateur edsdatsysteme immunitaire et est un
messager dans les phénomenes de l'inflammationtéTda chimie thérapeutique, chapitre
37).
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1.2.3 La chimiothérapie

La chimiothérapie isolée n’est indiquée que dam$és rares cas. Dans la plupart des
cas une combinaison de deux ou de trois approchegeessaire (Lechat, 2006).
Lorsque le cancer prolifére et crée des tumeursngkires, les traitements locaux tels que la
radiothérapie et la chirurgie ne sont plus adapt@schimiothérapie est utilisée afin de
soigner un cancer en bloquant la proliférationutaite, en réduisant la taille de la tumeur, et

en prévenant la formation des tumeurs secondaires.
2 MODE D'ACTION DES AGENTS CHIMIOTHERAPEUTIQUES

2.1 LES CIBLES PHARMACOLOGIQUES DES AGENTS ANTICANCEREUX

Le but des agents anticancéreux est d'atteindsecédlules tumorales afin de les
détruire, par interaction avec une ou plusieursesitpharmacologiques (Traité de chimie
thérapeutique, chapitre 1).

La figure 7 résume les différentes cibles potdieSede la chimiothérapie

Blocage de
I'élaboration de 'ADN

’
1 ’

4
,/ Désorganisation du
cytosquelette

e
=
-

{?ésistances

Interférences avec la

signalisation cellulaire /
@ i Thérapies ciblées I
° Inducteurs de
I'apoptose ou de
la sénescence )( Metastases
/ \ cellulaire angiogenése
‘ Approches classiques ’ @
@ Alkylants @Q
Intercalants/inhibiteurs de Controle du_ cycle
topo-isomérases cellulaire
@ Antimétabolites
@ Antimitotiques /

Figure 7 : Les cibles des agents antitumoraux (Trai  té de chimie thérapeutique, chapitre 1)
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Une des principales cibles des traitements anté@anx est '’ADN. Il a un role capital dans la
vie de la cellule. Les molécules anticancéreusas/gre interagir avec 'ADN de trois
manieres différentes (Traité de chimie thérapeetighapitre 1):
- par liaison a I'ADN (agents alkylants),
- en interagissant avec les systemes de réparatibARMN (intercalants, inhibiteurs de
topo-isomérases)

- en bloguant la biosynthese des constituants deNlA@ntimétabolites).

Les autres anticancéreux sont les molécules quurpent le fuseau mitotique, et

empéchent la division cellulaire (Traité de chitiérapeutique, chapitre 1).
Enfin d’autres approches sont développées comniesapli (Traité de chimie thérapeutique,
chapitre 1):

- restaurent le phénomeéne d’apoptose,

- restaurent les systemes de controle du cycle aghl

- inhibent I'angiogéneése,

- interviennent dans les voies de signalisation [zetkL
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2.2 LES DIFFERENTES CLASSES D’AGENTS ANTICANCEREUX

2.2.1 Les molécules cytotoxiques

2.2.1.1 Les molécules interagissant avec 'ADN

Les agents alkylants se fixent de facon covalsaoteles atomes de soufre, d’azote,

d’'oxygéne, d'azote des bases et sur les groupenmmisphates de I'ADN. Leur effet

cytotoxique est lié en grande partie a l'alkylatides bases puriques et pyrimidiques de

'’ADN. Les agents alkylants interviennent essetdmkent au moment de la réplication de

'ADN (phase S) quand les deux brins sont sépatésxposent ainsi les sites d'intérét a

I'action alkylante. Il existe huit familles d’agenalkylants (Traité de chimie thérapeutique,

chapitre 3):

les moutardes a 'azote,

les oxazaphosphorines (cyclophosphamide et ifosf@mi
les aziridines (thiotépa et mitomycine),

les nitrosourées (carmustine, lomustine),

les sulfonates d’alkyle,

les triazénes,

la mitomycine C,

les complexes du platine.

La figure 8 représente la structure chimique dmit@mycine C. Les mitomycines sont une

pY

famille d’antibiotigues a activité antitumorale eites du milieu de la fermentation de

Streptomyces caespitogsaité de chimie thérapeutique, chapitre 8)

OCONH,
OMe

Figure 8 : Structure chimique de la mitomycine C
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Parmi les molécules interagissant avec I’ADN, aeds induisent ou stabilisent les
coupures de I’ADN. Les principaux représentantgetée classe sont les inhibiteurs de topo-
isomérases. Leur réle est de maitriser les phénesnéa sous et surenroulement du matériel
nucléique. Elles sont essentielles a la résolud&s probléemes topologiques accompagnant la
réplication et la transcription de ’ADN, I'asseragk de la chromatine, la recombinaison et la
séparation des chromosomes. Les molécules agmsal#s topo-isomérases sont classées en
deux groupes (Traité de chimie thérapeutique, tteapB):

- celles qui sont actives sur les topo-isomérases |,

- celles qui sont actives sur les topo-isomérases Il.

La camptothécine et ses dérivés sont des inhigitadg la topo-isomérase |. Les
épipodophyllotoxines, les anthracyclines, le mittrane, le bisantréne, I'amsacrine, la
dactinomycine, l'acétate d’elliptidium et les blégrines sont des inhibiteurs de topo-
isomérase Il. La figure 9 représente la structunenigue du mitoxantrone. Le motif
tricyclique anthraquinonique est présent dansrlecgire de nombreuses subtances naturelles
largement répandues dans le monde végétal. Latiitis de dérivés anthraquinoniques en
chimiothérapie est issue de criblages systématicgadsés par le National Cancer Institute

(NCI) (Traité de chimie thérapeutique, chapitre. 14)

H
oH 0 HN>""on

SOOI

OH O HN\/\N/\/OH
H

Figure 9 : Structure chimique du mitoxantrone
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La derniere classe de molécules intervenant &#&N sont les antimétabolites. lls
interférent dans la synthése des acides nuclémuethibant la biosynthése des nucléotides et
des acides nucléiques ou en s’incorporant darecides nucléiques par I'un (ou les deux) des
mécanismes suivants (Traité de chimie thérapeutihapitre 23):

- Par inhibition de la biosynthése des nucléotidetestacides nucléiques.

- Par incorporation dans les acides nucléiques.
Il existe plusieurs classes d’antimétabolites :

- les antipyrimidines comme le fluorouracile, la cgtzine et la gematabine,

- les antipurines comme la mercaptopurine, la cladibla fludarabine et la

pentostatine,

- les antifoliques comme le méthotrexate et le foéirde C&',

- les inhibiteurs des ribonucleotides réductases a@mashydroxycarbamides.
La figure 10 représente la structure chimique dtluérouracile. La synthése de 5-
fluorouracile a été effectuée en 1957 par Heildgiee Cette molécule est un analogue de
I'uridine ou 'hydrogéne en position 5 est remplga& un atome de fluor. Cette substitution
est responsable de linhibition de la thymidylaymtease (Traité de chimie thérapeutique,

chapitre 24)
O
H j\)j/F
o7 N
H

Figure 10 : Structure chimique du fluorouracile

2.2.1.2 Principes actifs interférant avec la tubuli  ne et les microtubules

Les antimitotiques sont des composés qui bloguantitose et conduisent a
I'apoptose des cellules traitées. Leur action sexeessentiellement sur la formation et la
fonctionnalité du fuseau mitotique constitué pautb-assemblage de la tubuline.

Les microtubules sont des structures dynamiquesarstante évolution soumis a des
séquences de polymérisation-dépolymérisation. liférehtes molécules intervenant sur la
formation du fuseau mitotique peuvent étre class@efonction de leur mécanisme d’action
en deux groupes (Traité de chimie thérapeutiquapitie 28).

Les inhibiteurs de la polymérisation de la tubuliempéchent la formation du fuseau
mitotique. Parmi ces inhibiteurs, sont retrouvés Wnca-alcaloides, la colchicine et ses

dérives.
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Les inhibiteurs de la dépolymérisation des micrateb agissent en complexant la tubuline et
se comportent comme des stabilisateurs du fusesutaxoides, les diterpenes tétracycliques,
les macrolides, comme les épothilones sont desitebrs de la dépolymérisation des
microtubules. La figure 11 représente la structiienique de la colchicine 1. Cette molécule
est l'archétype des substances actives sur laitgbet la mitose. Elle n'est pas utilisée
comme antitumoral en raison de sa toxicité. Cependertains de ses dérivés ont révélé un

intérét comme antitumoraux (Traité de chimie thétdigue, chapitre 29).

H,CO
O. - INHCOCH,;§
H;CO
H,CO O
0

OCHs

Figure 11 : Structure chimique de la colchicine 1

2.2.2 Les thérapies ciblées

Au cours des traitements, la tumeur peut devearsistante. Plusieurs mécanismes
expliquent ce phénoméne, comme la diminution decdacentration intracellulaire du
cytotoxique, ou la mise en place de systemes dexifiéation. La résistance peut étre
également due a une altération des cibles desaanéceux, ou par réparation des dommages
causés par les agents alkylants sur 'ADN (Trag&kimie thérapeutique, chapitre 42).

Les efforts de recherches sont donc dirigés vensise en évidence de médicaments agissant
plus sélectivement sur le fonctionnement de lauteilumorale en restaurant I'apoptose, en

régulant le cycle cellulaire ou les différentesesile signalisation cellulaire.

2.2.2.1 Régulation des voies de signalisation

La mise en évidence de molécules régulant leswaeesignalisation cellulaire permet
d’agir sur les phénomenes de prolifération et ffiémdinciation cellulaire.
Dans les cellules tumorales, les voies de signalisasont souvent déseéquilibrées par la
surexpression d’'une protéine déterminée. Les midéadgulant les voies de signalisation

sont pour la plupart des inhibiteurs dirigés vers dnzymes cibles.
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Parmi ces cibles, il y a (Traité de chimie thérdiopgie, chapitre 44):
- les kinases et les phosphatases comme les réceptaurtyrosine-kinase
transmembranaires, les tyrosines kinases cytoptpssiet nucléaires,

les sérines thréonine kinases du cycle cellulaire,

les phospholipases,

les protéines kinase C intervenant dans la siggt#din intracellulaire.
Outre, cette action sur les kinases et les phoapést les voies de signalisation peuvent étre
régulées en agissant sur (Traité de chimie thétmpey chapitre 44):
- certaines transférases comme les farnésyls etydgémanyl-tranférases nécessaires au
processus d’expression des genes,
- des reverse-transcriptases comme les télomérases.
- les protéases de la matrice extracellulaire imggudans I'angiogenése.
L’'apoptose peut étre induite en activant des pegig@omme les caspases ou bien en agissant

sur la cyclooxygénase 2 impliguée dans l'augmeoriadu taux de protéines apoptotiques.

2.2.2.2 Régulation du cycle cellulaire

Chaque changement de phase du cycle cellulairprésédé d’'un contréle sous la
dépendance de kinases (CdK), de protéines actigatficyclines) ou inhibitrices (CKI, ou
Cdk inhibitors). Plusieurs stratégies ciblées sifiei@nts événements du cycle cellulaire
peuvent conduire a la mort de la cellule par apsmtmu sénescence. Les inhibiteurs de CdK
comme le flavopiridol font partie de ces stratégiess inhibiteurs du protéasome (systeme
impliqgué dans le contrdle général du cycle celtelaentrainent la dégradation de l'inhibiteur
du facteur nucléaire kappa B (NB) participant a la défense des cellules soumisaaea
radio ou chimiothérapie. Les inhibiteurs des hisndéacétylases conduisent a
I'hyperacétylation des histones et a la mort caitel La figure 12 représente la structure

chimique du flavopiridol (Traité de chimie thérafigue, chapitre 44; Karp, 2010).

OH O

HO o
OH

N

CHs

Figure 12 : Structure chimique du flavopiridol
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2.2.2.3 Molécules angiostatiques

L’angiogénese résulteud équilibre entre des facteurs pro et anti-angimpgées. Lors
de la tumorogenese, un phénoméne dénommé « swigdbgagnique » conduit a la rupture de
cet équilibre. Les facteurs proangiogéniques skons aurexprimes.
Ce processus de néoangiogénese tumorale est spianuties facteurs de croissance sécrétés
dans lenvironnement tumoral, en réponse a des stimukatiiverses (hypoxie, inactivation
de genes suppresseurs de tumeur, modifications émgtigues.). Trois facteurs
proangiogéniques principaux jouent un role impdri@ens la progression angiogénique et
représentent des cibles thérapeutiques d'intégtVascular-Endothelial Growth Factor
(VEGF), le Platelet-Derived Growth Factor (PDGF)letFibroblast Growth Factor (FGF)
(You & Trillet-Lenoir, 2006).
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2.2.2.4 Induction de I'apoptose : les différentes ¢ ibles moléculaires et cellulaires

L’apoptose apparait comme un des mécanismes r&ples des effets de toutes
chimiothérapies. Les anomalies des voies apoptesgidavorisent la prolifération des cellules
tumorales.

Pour rétablir le phénoméne d’apoptose dans leslesltancéreuses, il existe de nombreuses
cibles moléculaires (Bremest al, 2006). Par exemple, I'apoptose peut étre indpée
I'utilisation d’anticorps monoclonaux. Les cellulasmorales expriment a leur surface des
molécules différentes de celles retrouvées chezcédlslles normales. L'utilisation d’un
anticorps conjugué a une molécule apoptotique’ese Ides voies envisageables (Sievers,
2003).

Dans une autre mesure, I'activation directe de éhimerie apoptotique chez les cellules
cancéreuses est possible en utilisant des formeble® recombinantes du TNF (Tumor
Necrosis Factor). Le TNF, le FASL et TRAIL sont le®lécules effectrices majeures de
I'apoptose (Bremeet al, 2006).

Les galectines sont des molécules capables de quevda mort spécifiquement chez la
cellule cancéreuse (Liu & Rabinovich, 2005). Elespartiennent a la famille des lectines
(glycoprotéines) qui présentent une affinité awscresidug-galactosides des glycoprotéines
de la membrane cellulaire des cellules normalesaetéreuses. Cependant, aprés la liaison
des galectines, la réponse est différente cheellale cancéreuse et la cellule normale. Par
exemple, la galectine 1 bloque le cycle cellulaida fin de la phase S en altérant I'expression
des protéines contrdlant le cycle cellulaire comenéacteur de transcription E2F1. Chez la
cellule cancéreuse ce blocage est suivi par l'atitm de I'apoptose (Ravakt al, 2005;
Mallucci et al, 2003).

L’homéostasie des protéines de la cellule joue@m primordial dans la survie cellulaire et
est strictement régulée par la voie ubiquitinegaebme (Mani & Gelmann, 2005). Elle
contrdle la demi-vie de la majorité des protéineiutaires. Le bortezomide est un des
inhibiteurs de cette voie. Un point fort du borteuioe est son action ciblée sur les cellules
canceéreuses. L'apoptose provoquée par cette meléstilcaractérisée par la stabilisation de
p53 et une augmentation de I'expression de NOXAtgime pro-apoptotique de la famille

BH-3). La structure chimique du bortezomibe essenéée sur la figure 13.
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Figure 13 : Structure chimique du bortezomibe

Les protéines anti et pro-apoptotiques de la fanBitl-2 jouent un réle primordial dans le
contrble des mécanismes de I'apoptose (Breckeniédgeie, 2004). Dans les cancers, les
protéines anti-apoptotiques comme Bcl-2 et Bcl-xints fréquemment surexprimées.
L’inhibition spécifique de ces protéines est dome wles voies de recherche pour induire
I'apoptose (Badroset al, 2005). Par exemple, l'utilisation de 'ABT-737 f((igure 14)
provoque l'inhibition de ces protéines avec undef@electivité. Cette molécule montre une
régression de la tumeur chez 77% des souris (samsuts secondaires) traitées. Dans une
autre mesure, linteraction avec Bax et, ou Bak s des cibles également a I'étude
(Oltersdorfet al, 2005; Fleischeet al, 2006).

o©

Figure 14 : Structure chimique de 'ABT-737
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Les protéines IAPs inhibent les caspases, elles sonpoint de contréle important de
I'apoptose. XIAP a été la premiére représentantmtifiée de cette famille. Elle est
surexprimée dans de nombreux cancers (Schimme4,).2B0e inhibe la caspase-9 initiatrice
et la caspase-3 effectrice de I'apoptose. Les geptilérivant de la protéine SMAC inhibent
XIAP (Bockbraderet al, 2005).

Enfin, pour restaurer I'apoptose, I'action diredens le noyau cellulaire par restauration de
I'activité de p53 (Bykowet al, 2002; Vogelsteiret al, 2000) ou par inhibition de l'induction
de HIF-, impligué dans I'hypoxie du micro-environnemenmtral contribuant a la
progression de la tumeur, sont également des eaisageables (Leek al, 2005).

Les inhibiteurs des histones-déacétylases ou ddd-mBthylases qui présentent souvent des
niveaux d’expression anormaux chez la cellule taeosont des voies actuellement étudiées.
Ces enzymes posseédent des roles de régulationlalarsscription de 'ADN (Minucci &
Pelicci, 2006).

La méthylation de I'ADN sur le carbone en positidh des cytosines par I'ADN
méthyltransférase provoque linhibition de I'exmiesm de nombreux génes, incluant les
géenes suppresseurs de tumeurs (Yetra), 2005).

De méme, l'acétylation des histones conduit a Fegpion des genes alors que des histones
déacétylés sont associés a des genes inactifs. |Baeancers, ce mécanisme est régulé par
I'inactivation des histones acétyltransférases (HA®u par la surexpression des histones
déacétylases (HDACs) (Dokmanovic & Marks, 2005).

Les difféerentes cibles thérapeutiques d’inductiom Ithpoptose sont présentées sur la

figure 15.
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Figure 15: Voies thérapeutiques de l'apoptose: Ave ¢ en 1: utilisation d'anticorps
monoclonaux. 2 : voie des récepteurs de mort. 3: u tilisation des galectines. 4 : utilisation du
bertezomibe comme inhibiteur du protéasome. 5: act  ion de 'ABT-737 sur les protéines anti-
apoptotiques Bcl-2 et Bcl-x . 6: induction de I'apoptose par action directe su r Bax/Bak. 7 :
inhibition de XIAP par des antagonistes. 8 : inhibiti on de XIAP par des peptides issus de
SMAC. 9: activation du géne p53. 10: inhibition de HIF-1la. 11 : Inhibition des histones
déacétylases. 12: Inhibiton de I'ADN méthyltransf érase. Avec HAT: histone
acetyltransférases et HDAC : histone déacétylase (B remer et al., 2006; de Bruin & Medema,
2008)
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2.3 IMPORTANCE DES PRODUITS NATURELS DANS LES TRAITEMENT S DU CANCER

Les produits naturels sont directement ou indim@ent a l'origine de 60% des

traitements anticancéreux. Des exemples comme nerisiine et le paclitaxel (issus de

plantes) (Cf. figure 16), I'actinomycine D (Cf. &ige 17), la mitomycine C (Cf. figure 8), la

bléomycine (Cf. figure 18) (issues de sources rbiemnes) ou encore la trabectedine et la

bryostatine-1 (issus du monde marin) (Cf. figur@ b®ntrent I'importance des sources

naturelles dans les traitements du cancer (B&099).

Figure 16 : Structure chimique de la vincristine (A) et du paclitaxel (B)
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Figure 17 : Structure chimique de la bléomycine A
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Figure 19 : Structure chimique de la trabectedine (A ) et de la bryostatine-1 (B)

Le milieu naturel a toujours une grande importadees ce secteur. Par exemple,
I’épothilone (antibiotique de la classe des maded) synthétisé p&orangium cellulosura
été découvert en 1995. L'épothilone montre une/iétanticancéreusa vitro importante sur
les lignées cellulaires résistantes aux taxanes & 300 analogues de I'epothilone furent
donc synthétisés conduisant a 'ixabepilone (Ixea@)r(Cf. figure 20) (Bailly, 2009).

O OH O

Figure 20 : Structure chimique de l'ixabepilone

Ce nouvel inhibiteur de microtubules possede le emémcanisme d’action que les taxanes,
mais sans présenter de phénomenes de résistanaectére 2007, I'ixabepilone a regu
I'approbation de la FDA pour le traitement de cande sein métastatique ou localement
avance (Bailly, 2009).
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Le temsirolimus (ou CCI-779, Torisel®) est le preminhibiteur de protéine kinase mTOR
(Mammalian target of rapamycin) approuvé par la F2A 2007, pour le traitement de
patients avec un cancer rénal avancé. La voiegialiation mTOr est impliquée dans les
mécanismes de prolifération, de croissance, deesoelulaire et d’angiogénese. Il offre donc
un nombre de possibilités importantes en assoniaw@c d’autres molécules thérapeutiques
ciblées pour le traitement des tumeurs solidesestligmphémes. La classe des analogues de
la rapamycine est connue depuis de nombreusessrogsont des antibiotiques de la classe
des macrolides, produits p&treptomyces hygroscop(Bailly, 2009; Nobiliet al, 2009). La

structure chimigue du temsirolimus est présentééadigure 21.

Figure 21 : Structure chimique du temsirolimus

Les exemples du temsirolimus et de I'ixabepilonentrent que les produits naturels sont une
source importante pour la mise en évidence de tiesveolécules anticancéreuses a actions

ciblées.
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2.3.1 Les sources d’anticancéreux

Les principales sources de molécules anticancésesmnt les végétaux supérieurs, les
bactéries et les moisissures. Dans les paragraphesnts, sont présentées quelques

molécules issues de ces différentes sources.

2.3.1.1 Les plantes

Durant les 40 dernieres années, les plantes &ma @lus grande source de métabolites
secondaires avec l'avantage de présenter une gdindesité chimique. Des médicaments
tels que les camptothécines, les taxanes, les-ailcadoides et les épipodophyllotoxines sont

toujours énormément prescrits (Cf. figure 22).

MeO OMe
OH

Figure 22 : Exemples de la diversité chimique du mon  de végétal terrestre ; formule chimique
de la camptothécine (A), la vinblastine (B) etde |  'étoposide 5 (épipodophyllotoxine) (C)

D’autres exemples de produits dérivés actuelleraerdours d’investigation et d’essai
clinigue sont le flavopridol, 'homoharringtoninég p-lapachone, et la combrestatine A4
(Cf. figure 23). Le flavopiridol est un inhibiteute Cdk. Cette molécule est une flavone
synthétique dérivée de l'alcaloide rohitukine, quité isolée des feuilles et des tiges de
Amoora rohitukeet plus tard d®ysolxylum binectariferurNobili et al, 2009).
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Figure 23: Structure chimique du flavopiridol (A), de la B-lapachone (B), de

I’'homoharringtonine (C), et de la combrestatine A4 (D)

L’homoharringtonine est un alcaloide isolé de Itarb originaire de chine
Cephalotaxus harringtoniall inhibe la synthése des protéines et bloquertagression du
cycle cellulaire.

La B-lapachone est une quinone obtenue de I'écorcéaded Tabebuia avellanedaeC’est

un inhibiteur de la topoisomérase I. Il induit wlentissement du cycle en phaseds S
avant d’induire I'apoptose ou la nécrose sur de bremses lignées cellulaires cancéreuses
(Nobili et al, 2009).

La combrestatine A4 est isolée du tronc de I'arBrel-Africain Combretum caffreumil
inhibe la croissance des capillaires sanguins,atdua mort des cellules cancéreuses et leur
nécrose (Nobilet al, 2009).

Il est estimé que moins de 15% des plantes supéseont été étudiées pour la

présence de composés bioactifs (Bailly, 2009). Lanae végétal donnera sans doute de

nombreux autres composés anticancéreux.
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2.3.1.2 Les microorganismes

La mise sur le marché de I'lxempra® (Ixabepilo(€j. figure 20) et du Torisel®
(temsirolimus) (Cf. figure 21) sont des exemplegithesse des microorganismes comme
source de molécules anticancéreuses.

La romidepsine (FK228) isolée de la bacté@romobacterium violaceunest un
depsipeptide inhibiteur des histones déacetyldsasnontré des activités dans le traitement

des patients souffrant de lymphome. La figure 2drégente la structure chimique de la

romidepsine.

Figure 24 : Structure chimique de la romidepsine

Une proportion importante des composés bioactifaid de sources animales est
souvent synthétisée par un symbiote microbien (et al, 2007). Les microorganismes
offrent 'avantage d’étre cultivables en bioréacteu
Ces 50 dernieres années, les actinomyceétes etdesssures sont devenus les groupes les
plus étudiés. A ce jour, il est estimé que le nandbantibiotiques caractérisés représente
moins de 5% de la totalité. L’'univers chimique pribcpar les microorganismes est encore
largement inexploité (Bailly, 2009).

Ces prochaines années, le nombre de moléculesacdicuses issues de microorganismes
devrait s’accroitre significativement avec le dépplement des méthodes de culture des
organismes procaryotes et I'exploitation des apmesc de métagénomique pour les

microorganismes non cultivables (Nokatial, 2009; Bailly, 2009).
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SECTION 3: L’ENVIRONNEMENT MARIN, SOURCE DE MOLECULES NATURELLES

ORIGINALES ET ACTIVES POUR LE TRAITEMENT DES CANCERS

1 BIODIVERSITE, CHIMIODIVERSITE ET PHARMACODIVERSITE DU MONDE MARIN

1.1 ORIGINE DE LA PHARMACODIVERSITE DU MONDE MARIN

Le milieu marin a été tres longtemps inexplorépdint de vue pharmacologique. Les
océans couvrent 70% de la surface de notre pldhktefner, 2003) et représentent le plus
grand écosysteme mais aussi le plus ancien. llrafipgujourd’hui comme une source tres
importante de nouvelles molécules téte de sériembade marin est reconnu comme la
source de molécules a activité biologique présefeguus grand potentiel.

Les substances naturelles isolées d’organismesisnsgi caractérisent souvent par la présence
d’éléments chimiques ou de structures rarementrofse en milieu terrestre en raison de la
composition chimique de I'eau de mer. Les molécolasines contiennent des atomes comme
le chlore, le soufre, le brome, le bore, le silwju’iode et I'arsenic. Ces éléments sont peu
retrouvés dans les métabolites des organismesti@sgKornprobst, 2005).

Outre cette originalité chimique, les molécules ines présentent également une originalité
structurale. Par exemple, les terpénes halogénésuvés chez certaines algues rouges
(Cf. figure 25) n’ont pas d’équivalents terrestfi€éernprobst, 2005).

Enfin, les molécules isolées ont souvent des mgces d’action particuliers et peu
retrouvés chez les autres molécules anticancéréNsddi et al, 2009; von Schwarzenberg
& Vollmar, 2010). Par exemple, la céphalostatinénduit I'apoptosevia I'activation des
caspases (Cf. figure 26). Le salinosporamide A ({@fure 26) est un inhibiteur du
protéasome. Les particularités des molécules maduoepoint vue structural mais aussi au
niveau de leur mécanisme d’action constituent wemtage dans la recherche de nouvelles

molécules anticancéreuses (von Schwarzenberg &\an}12010).
Cl. CH,Br

Cl

Br
Cl

Figure 25 : Structure chimique de I'halomon issu de 'algue rouge Portiera hornemannii . Cette
molécule posséde une forte action cytotoxique sur d ifférentes lignées cellulaires cancéreuses
(Kornprobst, 2005).
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Figure 26 : Structure chimique de la céphalostatine 1 (A) et du salinosporamide A (B)

En 2004, 716 nouveaux composeés d’origine marinetigité biologique étaient référencés,
812 en 2005, et 719 en 2006 (Glaser & Mayer, 2008hili et al, 2009). Un nombre
croissant de composeés sont actuellement en phasdipique ou clinique de développement

pharmaceutique.

1.2 LES PREMIERES DECOUVERTES EN PHARMACOLOGIE MARINE

Méme si l'utilisation des algues marines appataits la pharmacopée chinoise (2800
ans avant J-C), l'utilisation d’organismes mariassl les médecines traditionnelles reste tres
limitée et les recherches en pharmacologie mamel@buté au milieu du XX*®siécle, avec
deux découvertes majeures.

1: En 1948, les céphalosporines (Cf. figure 2t ssolées par le professeur Brotzu
d’'un champignon microscopique mari@gphalosporium acremonigmLes céphalosporines

sont des antibiotiques encore couramment utiliiéesprobst, 2005).

HoN

H
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N___O
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Figure 27 : Structure chimique de la céphalosporine C
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2. Au début des années 50, les arabinosides soldsi par le chimiste américain
Bergmann a partir d'une éponge des caraiBegptotethya crypta.L’ARA-C est un
anticancéreux puissant (Kornprobst, 2005; Newrmtaal, 2009; Mayeret al, 2010). Leurs
analogues de synthese sont 'ARA-A et 'ARA-C. Lausture chimique de 'ARA-C est

présentée sur la figure 28.

Suite a ces deux découvertes, des efforts conbl@éréurent mis en ceuvre pour découvrir

des nouveaux produits naturels provenant des océans

Figure 28 : Structure chimique de 'ARA C

Le ziconotide (Prialt®), issu du venin @®nus magu$Cf. figure 29) a été autorisé en
2004 pour le traitement de la douleur (Mageral, 2010; Olivera, 2000). La trabectedine
(Yondélis®) est une molécule anticancéreuse quéapgprouvée en 2007 (Glaser & Mayer,
2009; Mayeret al, 2010). Ces deux médicaments, issus du monde hsanm les premiers
autorisés depuis une quarantaine d’année. De nosdseautres molécules d’origine marine

sont en phase de développement clinique.

[
CKGKGAKCSRLMYDCClTGSCRSGKCl#

Figure 29 : Structure chimique du ziconotide (Prialt® ) et photographie de Conus magus !

! photographie deonus magusle Kerry Matz et fourni par B. M. Olivera (Univigysof Utah, Salt Lake City,
UT, USA) (Mayeret al, 2010).
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En 1998, 35 nouvelles molécules anticancéreusessstu monde marin étaient identifiees et
caractérisées. En 2008, 136 produits naturels giiwimarine et appartenant a des classes
structurales diverses, incluant des polykétides,tdgpenes, des stéroides et des peptides sont
référencés (Cf. tableau 2), (Glaser & Mayer, 20@s molécules proviennent de diverses
sources comprenant les invertébrés, les bactérikes enoisissures. Le travail de recueil de
données bibliographiques effectué par Mayer ilusés potentialités immenses qu’offre le

monde marin en cancérologie.

Tableau 2 : Molécules marines anticancéreuses ident ifiées et caractérisées entre 1998 et 2006
(Glaser & Mayer, 2009).

Produits naturels marins en phase d’essai clinique

Année
ou préclinique en oncologie
2006 136
2004 150
2002 97
2000 143
1999 31
1998 35
Total 592
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1.3 ANTICANCEREUX ISOLES A PARTIR D 'ORGANISMES MARINS

Le tableau 3 présente les différents anticancéddorxgine marine approuveés ou en

cours de développement clinique.

Tableau 3: Les différents anticancéreux actuelleme

nt sur le marché ou en phase d'essai

clinique (Mayer etal., 2010)
Statut ) Nom o Classe
o Nom du composé _ Origine o
clinique commercial chimique
Approuvé ) )
Cytarabine, ARA-C Cytosar-U® Eponge Nucleoside
en 1969
en 2007 Trabectedine (ET-743) Yondelis® Tunicier Alcaloide
Phase 1l Eribulin Mesylate(E7389) Eponge Macrolide
Soblidotine (TZT1027) Bactérie Peptide
Phase Il Plinabuline (NP12358) Fungus Diketopiperazine
Plitidepsine Aplidin® Tunicier depsipeptide
PM1004 Zalypsis® Nudibranche Alcaloide
Tasidotine, Synthadotine . _
Bactérie Peptide
(ILX651)
Phase | Bryostatine 1 Bryozoaire Polyketide
Hemiasterline (E7974) Eponge Tripeptide
Marimozide i
. . . Béta-lactone-
(Salinosporamide A, NPI- Bactérie
gammalactam
0052)

Dans le paragraphe suivant sont référencées sérmiges les principales molécules

anti-tumorales d’origine marine ayant atteint lessags cliniques ou actuellement sur le

marché.
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1.3.1 Molécules cytotoxiques

La trabectedine (Ecteinascidin-743, Yondelis®) est alcaloide de la classe des
tétrahydroisoquinolines provenant de I'ascifligteinascidia turbinatgWright et al, 1990).
Elle est maintenant produite par hémi-synthesertir pke la cyanosafracine B extraite apres
fermentation de la bactérie mariRseudomonas fluorescef@@uevas & Francesch, 2009).

La trabectedine est un agent alkylant spécifiquemesitions N des guanines du petit sillon
de I'ADN agissant sur la machinerie de réparatienldDN. L’alkylation conduit & une
courbure de I'ADN qui affecte différents facteurg dranscriptions impliqués dans la
prolifération cellulaire, particulierement concemnhde systeme de réparation couplé a la
transcription par excision des nucléotides (Herretral, 2006; Takebayastet al, 2001;
Zewail-Foote & Hurley, 2001; Bailly, 2009). L'effeantiprolifératif di a la liaison avec
I'ADN intervient pour de faibles concentrations & 10 ng.nif). Pour des doses plus
importantes (10-100 ng.f), il y a activation de I'apoptose par relargagecdchrome c et
activation de la caspase -3 (Gajateal, 2002; von Schwarzenberg & Vollmar, 2010). La

structure chimique de la trabectedine est représesir la figure 30.

Figure 30 : Structure chimique de la trabectedine et photographie de Ecteinascidia turbinata !

Les molécules de la famille des hemiasterlineggtides), issues d’éponges du genre
Auletta (Talpir et al, 1994), telle que le E7974 et la taltobuline (HB82 (analogues de
synthése) se lient au site de liaison des vincala@ltes de la tubuline, provoquant I'inhibition
de la polymérisation de la tubuline ainsi que laalgmérisation des microtubules existants,
I'inhibition de la mitose et donc de la prolifeati cellulaire (Kuznetsowt al, 2009;

Simmonset al, 2005). Le E7974 est représenté sur la figure 31.

! photographie d&cteinascidia turbinatale PharmaMar, Inc., Madrid, Espagne (Magteal, 2010).
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Iz
|

Figure 31 : Structure chimique de E7974 et photograph  ie de Hemiasterella minor !

Le kahalalide F (Cf. figure 32) a été isolé du loexdueElysia rufescensC’est un
tridecapeptide. La source originelle de cette mad&est I'algueBryopsis sppqui fait partie
du régime alimentaire d& .rufescengHamannet al, 1996; Hamann & Scheuer, 1993;
Lopez-Macia et al, 2001). Le kahalalide F est cytotoxique sur denmeuses lignées
cellulaires cancéreuses et provoquerait leur nécpes contre les marqueurs de I'apoptose ne
sont pas activés (von Schwarzenberg & Vollmar, 2080n mécanisme d’action est encore
mal connu. L’elisidepsine (PM02734, Irvalec®) estdérivé du kahalalide F qui est en cours
d’essai clinique (Linget al, 2009).

Figure 32 : Structure chimique du kahalalide F et ph  otographie de Elysia rufescens 2

! photographie daemiasterella minoreproduite de Y. Benayahu et S. Perkol-Finkel (Mayel, 2010).
2 photographie d&lysia rufescende PharmaMar, Inc., Madrid, Espagne (Magteal, 2010).
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Les dolastatines ont été isolées initialement dilusqueDolabella auricularia(Pettit
et al, 1981). En réalité, elles proviennent des cyaahies du genr&ymplocaqui font
partie du régime alimentaire de. auricularia. Les dolastatines sont des oligopeptides
(pentapeptides), contenant des acides aminés auonveels (dolavaline, dolaisoleucine,
dolaproline, dolaphinine). Les dolastatines 10 ®tniontrent une activité cytotoxique. La
dolastatine 15 agit en se fixant au site de liag®s vinca-alcaloides de la tubuline et inhibent
la polymérisation des microtubules, alors que llstatine 10 se lie au site de liaison des
rhizoxine et maytansine adjacent du site de liaides vinca-alcaloides (Bat al, 1993;
Mitra & Sept, 2004; Simmonst al, 2005). La dolastatine 15 n’a pas franchi |'étajes
essais cliniques en raison de faibles rendementsyanese chimique, mais aussi a cause
d’'une faible solubilité en milieu aqueux. Cependansynthadotine ou tasidotine (ILX651),
dérivée de la dolastatine 15, est en cours d’esBaiques (Simmonst al, 2005).
La dolastatine 10 (Cf. figure 33) montre une atdiypro-apoptotique sur différentes lignées
cellulaires cancéreuses (sein, poumon, leucémigngthome) (Kalemkeriaret al, 1999).
Elle agit en augmentant I'expression de Bax et @mindiant celle des protéines pro-
apoptotiques de la famille Bcl-2 (Kalemkeriahal, 1999; Wallet al, 1999). La dolastatine
10 n’a pas franchi I'étape des essais cliniques4@% des patients traités avec cette molécule
présentent une neuropathie (Banegéal, 2008). Cependant, un de ses dérivés de synthese
la soblidotine (TZT1027), soluble en milieu aquewst en cours d'évaluation clinique
(Kobayashiet al, 1997; Banerjeet al, 2008; von Schwarzenberg & Vollmar, 2010).

Figure 33 : Structure chimique de la dolastatine 10 et photographie de  Symploca sp .*

! photographie d&ymploca spde Raphael Ritson-Williams (Smithsonian Institée Pierce, FL, USA) (Mayer
et al, 2010).
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L’halichondrine B appartient a la famille des nddictes, elle a été isolée a partir de
I'épongeHalichondria okadai(Jacksoret al, 2009). L’halichondrine B se fixe a la tubuline
via le site des Vinca-alcaloides et empéche la gépaisation des microtubules (Jorden
al., 2005; Okounevat al, 2008). L’éribuline mésylate E7389 (Cf. figure 3&tuellement en

cours d’essai cliniquest I'un de ces dérivés (Mayer al, 2010).

H3CO

Figure 34 : Structure chimique de I'éribuline mésyla  te et photographie de Halichondria okadai *

La spisulosine (ES-285) extraite du bivaeisula polynymaagit en déstabilisant les
filaments d’actine du cytosquelette des cellulescéeeuses. Les cellules traitées avec cette
molécule présentent une morphologie particuliergafCoset al, 2000; Sancheet al, 2008).
Son mécanisme d’action n’est pas totalement élutidétructure chimique de la spisulosine

est présentée sur la figure 35.

Figure 35: Structure chimique de la spisulosine et photographie de Spisula polynyma *

! photographie delalichondria okadadu Professor Yasunori Saito (Mayatral, 2010).
2 photographie d&pisula polymina http://marinebiotech.org
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Le Zalypsis® (PM00104) (Cf. figure 36) est un &ide synthétique inspiré par la
jorumycine et des molécules de la famille des ranigcines issues respectivement de
mollusques et d’éponges (Scott & Williams, 200Rprésente une activité antinéoplasique. Il
se lie de maniere réversible a I'ADN et interféransl les processus de réplication, de
transcription et de traduction (Leatl al, 2009; Mayeret al, 2010).

Figure 36 : Structure chimique du Zalypsis® et photo graphie de Joruna funebris *

Le plinabuline NPI-235&Cf. figure 37) est un dérivé synthétique d’halimidsu de
Aspergillussp. CNC-139 cultivé a partir de I'algue veHalimeda lacrimosail présente une
activité antinéoplasique (Kanat al, 1997; Mayeret al, 2010). Il se lie sélectivement au site
de liaison des colchicines de la tubuline, provodquen arrét du cycle cellulaire en phase M et
un blocage de la division cellulaire (Nicholsehal, 2006; Yamazaket al, 2008; Mayeret
al., 2010). Il induit également la dépolymérisationlddubuline des cellules endothéliales
vasculaires, et détruit sélectivement la vascudtide de la tumeur (Nicholsoet al, 2006;
Mayeret al, 2010).

HN X NH

Figure 37 : Structure chimique du NPI-2358 et photo  graphie de Aspergillus sp. CNC-139°

! photographie ddoruna funebrisle PharmaMar, Inc., Madrid, Espagne (Magteal, 2010).
2 photographie de Paul Jensen (University of CaliggrBan Diego, CA, USA) (Mayet al, 2010).
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1.3.2 Activateur du systeme immunitaire

Le KRN 7000 est un dérivé d’agelasphines, c’esitgalactosylcéramide, issu de
I'épongeAgelas mauritanugNatori et al, 1994). Il active la réponse immunitaire et stienul
la production de lymphocyte T tueur (ou NKT). llépente également des activités anti-
métastatiques (Yanet al, 2004; Simmonet al, 2005). La structure chimique du KRN7000
est présentée sur la figure 38.

Figure 38 : Structure chimique du KRN 7000 et photog  raphie d’Agelas clathrodes !

1.3.3 Molécules inhibant I'angiogenese

La squalamine est issus de I'estomac du re§qumlus acanthia@viooreet al, 1993)
(Cf. figure 39). Elle inhibe I'angiogénése en ent#t la liaison du VEGF a son récepteur ce
qui inhibe la formation de nouveaux vaisseaux sasgilLi et al, 2002).

Figure 39 : Structure chimique de la squalamine

! photographie digelas clathrodeshttp://marinebiotech.org
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1.3.4 Molécules intervenant dans les voies de signa  lisation cellulaire et le

cycle cellulaire

Le panobinostat (LBH 589) inspiré de la psammapliissue de I'éponge :
Psammaplysilla spp présente une activité antinéoplasique. Il inhdd#ectivement les
histones déacétylases ce qui conduit a I'hypertté&ip des histones et provoque une
modulation de I'expression des protéines du cyelkilaire, I'arrét du cycle en phase/M et
'apoptose. Cette molécule module également I'esgiom des genes impliqués dans
I'angiogénése, comme les facteur HIF-1 et le VEG&spidharat al, 2009; Simmongt al,

2005). La structure chimique de panabinostat e&stgmtée sur la figure 40.
0
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Figure 40 : Structure chimique du panobinostat

Le salinosporamide A (NPI0O052) (Cf. figure 41) essu de lactinomycete
Salinospora tropica(Feling et al, 2003; Fenicalet al, 2009). Elle présente une activité
antinéoplasique. Le salinosporamide A inhibe de ieranirréversible le protéasome et il
induit I'apoptose chez les cellules resistantesbartezomibe (inhibiteur du protéasome).
L’inhibition du protéasome conduit & l'accumulatiate protéines poly-ubiquitinisées,
provoquant l'arrét des processus cellulaires, delecgellulaire, l'induction de I'apoptose,
I'inhibition de la croissance cellulaire et de angénese (Chauhaet al, 2005; Mayetet al,
2010; von Schwarzenberg & Vollmar, 2010).

Figure 41 : Structure chimique du salinosporamide A et photographie de salinospora tropica *

1. photographie desalinospora tropicale Sy Teisan (Nereus Pharmaceuticals, Inc., SagoDi€A, USA)
(Mayeret al, 2010).
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Les bryostatines sont des lactones macrocycliqgagginellement isolées du
bryozoaireBugala neritina(Pettitet al, 1982). Il existe de nombreux dérivés synthétiqiles
la bryostatine-1. Jusqu’'a présent, la synthése Edmge la bryostatine-1 (Cf. figure 42) reste
difficile (Mayer et al, 2010). Les bryostatines se lient et inhibentr@éine kinase C (PKC),
conduisant a I'inhibition de la prolifération cdbire et a I'induction de I'apoptose chez les
cellules cancéreuses. La bryostatinmdctive la protéine Bcl-2 anti-apoptotique. Sofeef
pro-apoptotique est faible lorsqu’elle est utilissmile. Par contre, utilisée en combinaison
avec le paclitaxel, elle montre une augmentatioliasévation des caspases, y compris chez
les cellules cancéreuses présentant une surexpredsila protéine Bcl-xI (Wendeat al,
1988; von Schwarzenberg & Vollmar, 2010; Isalkatval, 1993; Kortmansky & Schwartz,
2003; Banerjeet al, 2008; Mayeret al, 2010). La structure chimique de la bryostatirestl
présentée sur la figure 42.

Figure 42 : Structure chimique de la Bryostatine 1 et photographie de Bugula neritina !

! photographie deBugula neritina de Koty Sharp, (Ocean Genome Legacy, Ipswich, MASAY

(Mayeret al, 2010).
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1.3.5 Inducteurs d’apoptose

La plitidepsine (aplidine®) analogue de la déhgitlemnine B est un depsipeptide
cyclique isolé dAplidium albicang(tunicier). 1l induit 'apoptose en déclenchantrédargage
de cytochrome c et active la caspase-3. Il provamasement I'arrét du cycle cellulaire en
phase G et &, ce qui inhibe la prolifération cellulaire. La déiodidemnine B est
représentée sur la figure 43 (Cuadrad@l, 2003; Garcia-Fernandez al, 2002; Simmons

ﬁf*f?o
Q# e,

Figure 43 : Structure chimique de la déhydrodidemnin e B et photographie de
Aplidium albicans *

CHs

De nombreuses molécules issues du monde marinenteds des activités
anticancéreuses n’'ont pas franchi toutes les étigresssais cliniques.
Par exemple, le discodermolide (Cf. figure 44) ssti des essais cliniques en phase I, en
2000. Cette molécule est produite par I'épobgscodermia dissolutéDe Souza, 2004). I
agit comme un immunosuppresseur et induit I'artétycle cellulaire en @M et I'apoptose
sur de nombreuses lignées cellulaires cancérelises. lie a la tubuline et stabilise les

microtubules avec d’autres agents stabilisantsrdeotubules comme le paclitaxel.

! photographie déplidium albicansle PharmaMar, Inc., Madrid, Espagne (Magteal, 2010).
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Outre la stabilisation des microtubules, le discod#ide induit I'activation tardive des
caspases-3 et -8, mais aussi le relargage dehtgtoe c, provoquant I'apoptose. Cette
molécule montre toujours un intérét, notamment gspeation avec d'autres traitements,
notamment avec le paclitaxel (synergie) (Marteflaal, 2000; Longleyet al, 1993; Hunget
al., 1996; von Schwarzenberg & Vollmar, 2010).

Figure 44 : Structure chimique du discodermolide

1.4 MOLECULES MARINES ET MECANISMES D 'ACTION

Les difféerentes molécules présentées ici montnemé grande variété d’effets
anticancéreux. Nombreuses sont celles qui induitapbptose, comme la trabectedine, la
dolastatine 10 et ses dériyéssalinosporamide Ala bryostatine-1, laléhydrodidemnine B
et le discodermolide. D’autres agissent sur le eyallulaire comme le panobinostaa
spisulosine (ES-285) agit sur le cytosquelette &RN 7000stimule le systeme immunitaire.
La squalamine est un inhibiteur de I'angiogénése.

Toutes ces différentes molécules et mécanismesiaiamontrent le potentiel des molécules

marines en cancérologie et notamment dans le cadréhérapies ciblées.
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2 LES MACROALGUES ET MICROALGUES MARINES : UN VIVIER PEU EXPLORE

DE MOLECULES ANTICANCEREUSES

2.1 BIODIVERSITE ET ORIGINALITE DES MACROALGUES ET MICROALGUES MARINES

Dans ce mémoire, la plupart des informations auwlassification des algues et leurs
caractéristiques proviennent de l'ouvrage de Brul® Reviers intitulé « Biologie et

phylogénie des algues ».

2.1.1 Définition des algues

Les algues peuvent étre définies comme des orgasiinféodés aux zones humides,
le plus souvent photosynthétiques. Les algues éntlies macroalgues benthiques, marines
ou deau douce, et un ensemble d’organismes miopigees marins ou d’eau douce,

planctoniques, benthiques, qualifiés de microalgdesReviers, tome 1)

2.1.2 Origine des différentes classes d’'algues

La biologie moderne montre que les cellules eudasysont formées de composants
d’origine différente, hérités de divers groupespdecaryotes comme les mitochondries. Les
eucaryotes photosynthétiques possédent un nivemgadiisation supplémentaire par rapport
aux autres cellules eucaryotes. L'organite dansidegst effectuée la photosynthése, le
chloroplaste, est d’origine procaryote. Il dérivargt cyanobactérie symbiotique devenue un
élément constitutif de la cellule eucaryote phobdisgtique. Cet événement est appelé
I'endosymbiose primaire. Un unique événement d’'egdibiose primaire est a I'origine des
chloroplastes des glaucophytes, des rhodophytssethlorobiontes. La figure 45 représente
le diagramme synthétique de la phylogénie des cplastes endosymbiotiques primaires

basé sur le résultat de I'analyse des séquencés@ées (de Reviers, tome 1).

! de Reviers, B.(2002)Biologie et phylogénie des algu&elin.
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Chlorobionta

Rhodophyta

Glaucophyta

Cyanobactéria

Figure 45: Diagramme synthétigue de la phylogénie des chloroplastes endosymbiotiques
primaires basé sur le résultat de I'analyse des séq  uences génétiques (de Reviers, tome 1)

Chez certains eucaryotes photosynthétiques, cetqoegment d’organismes est encore
plus complexe. Il y a emboitement d’'une cellule agyote contenant un chloroplaste
d’'origine cyanobactérienne dans une seconde cellelearyotique. Il s'agit de
I'endosymbiose secondaire ou tertiaire (de Revierag 1).

Par exemple, les chloroplastes des euglénophycéadvedt d'une algue verte
endosymbiotique appartenant aux chlorophytes, daem@our les chlorarachniophycées (de
Reviers, tome 1).

Les chloroplastes des cryptophytes, des haptophgtedes ochrophytes (hétérokontes)
dérivent d’'une algue rougeia trois événements séparés d’endosymbiose. Le giémte a
péridinine des dinophytes semble dériver d’'unealguge par endosymbiose secondaire.
D’autres endosymbioses, secondaire avec des algutss appartenant aux Prasinophyceae
ou tertiaire avec des diatomées (ochrophytes) @uhdgtophytes, existent aussi chez les
dinophytes (de Reviers, tome 1).

La figure 46 représente le diagramme synthétiqueladehylogénie des chloroplastes

endosymbiotiques secondaire et tertiaire. (de Rgvieme 1).
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Endosymbiose Streptophyta
primaire avec une
cyanobactérie
Chlorophyta
Rhodophyta

Glaucophyta

Kinetoplastea

Euglenozoa \\

Euglénophyceae

\\ Chlorarachniophyceae

Cercozoa

Euglypha

Paulinella

Cryptophyta

Gonomonias

Haptophyta

Stramenophiles Ochrophyta

Autres Stramenophiles

Dinophyta

Alveolata

Sporozoa
/

Ciliata

Figure 46 : Diagramme synthétique résumant I'origin e des différents embranchements d’algues
(de Reviers, tome 1).
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2.1.3 Critéres de classification des algues

De nombreux criteres écologiques, physiologiquebiochimiques interviennent dans
la phylogénie des algues comme les structureslaeds, le mode de nutrition, I'habitat, la
nature et la localisation des pigments et des gkgade réserve. Malgré une extréme
diversité, les algues peuvent étre classées ediname d’embranchements selon des criteres
basés sur leurs compositions pigmentaires, leudysg@echarides de réserve et des
caractéristiques structurales, comme le nhombre el@branes plastidiales, la disposition des
thylacoides, la forme des crétes mitochondrialeta etature de l'appareil flagellaire (de

Reviers, tome 1).

2.1.3.1 Description des différentes classes d'algue s

Selon les différents critéeres de classificatidrexiste onze groupes d’algues, un de
nature procaryotique (les cyanobactéries) et diratare eucaryotique. Le tableau 4 décrit la
composition pigmentaire, la composition des glusate réserve, le nombre de membranes
plastidiales, ainsi que le nombre et la disposities thylacoides selon les différents

embranchements d’algues (de Reviers, tome 1).
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Tableau 4: Caractéristiques principales des différe
, PE : Phycoérythrine, PC : Phycocya

B 1-3: laminarane

Chlorophylle (de Reviers, tome 1).

ntes classes d’algues. Avec
nine, APC : Allophycocyanine, Chl. :

a 1-4: amidons ;

Glucanes de Nombre de
Embranchement Pigments . membranes. Thylacoides
réserve -
plastidiales
N s,
Cyanophyta sauf PE, PC, al-4 , on 'regroupes
« Prochlorophytes » APC, Chl.a  Cytoplasmique Sans objet epars,
Py I ytop g Phycobilisomes
1-4 :
« Prochlorophytes » Ch+b * . Sans objet Par 2 ou plus
Cytoplasmique
PC, APC, ol-4 2+ Non regropes,
Glaucophyta Chl.a Cytoplasmique peptidoglycane concentriques,
' yiop a heptidogly Phycobilisomes
PE, PC, ,
1-4 N
Rhodophyta APC, Chl.a * . on regroupes,
Cytoplasmique Phycobilisomes
(Chl.d)
oal-4 .
Chlorophyta Chla+b . 2 Par2a6
Intraplastidiale
Streptophyta Chl.a+b ala 2 Par2a6
« Streptophycophytes » Intraplastidiale
Streptophyta al-4 L
hl.a + 2 Empil
« Embryophyta » Chl-a+b Intraplastidiale mpries
al-4 Par 2,
D I Phycobili
Chryptophyta PE Chh +c ans. © 4 . ms
compartiment dans la lumiere
périplastidial des thylacoides
. B1-3
Eugl h hia + P
uglénophyta Cha+b Cytoplasmique ar3
Par 3,
Haptophyta B1-3 ars, sans
(Prymnesiophyceae) Chl.a+c Cytoplasmique lamelle
y Py ytop g périphérique
Par 3,
Haptophyta B1-3 ars, sans
Chl.a+c . 4 lamelle
(Pavlovophyceae) Vacuolaire f
périphérique
Par 3,
Ochrophyta B1-3 ars, avec
Chl.a+c . 4 lamelle
(Heterokontophyta) vacuolaire g
périphérique
Par 3, espacés,
. ol-4
Dinophyta Chla+c . sans lamelle
Cytoplasmique .
périphérique
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2.1.3.2 Procaryotes photosynthétiques

Embranchement des Cyanophyta (lignée bleue)

Les algues procaryotes appartiennent au groupeedeactéries photosynthétiques
(cyanobactéries et prochlorophytes). Elles sonterdggdlement représentées par les
cyanobactéries (regne des eubactéries). Plusidwrstilses communes sont retrouvées au
niveau de la cellule, notamment la présence d'apsule mucilagineuse. Du point de vue de
la structure et de la composition, leur paroi eéstpe de celle des bactéries a Gram négatif.
La cellule est dépourvue d'organite. Les thylacsigent diffus dans le cytoplasme (Ozenda,
2000). Les cyanobactéries possedent de la chlollephet les photosystemes | et Il. Elles

posseédent des phycobilisomes composés de PE, AMCefde Reviers, tome 2).

2.1.3.3 Eucaryotes photosynthétiques

Embranchement des Glaucophyta

Cet embranchement comprend trois genres et qeatspéces. Les glaucophytes
forment un petit groupe d’algues unicellulairestotnophes, libres, parfois coloniales. Elles
appartiennent a la méme lignée que les algues soetgeertes. Les thylacoides sont pourvus
de phycobilisomes consitués de PC et APC. La chloiite a est également retrouvée (de

Reviers, tome 2).

Embranchement des Rhodophyta (lignée rouge)

Cet embranchement comprend 70 genres et plusD06 éspéces décrites. Les algues
rouges forment un groupe homogene bien défini.sEflent rarement unicellulaires. Les
algues rouges posséedent de la chloroplaylkt des pigments surnuméraires : PE, PC et APC,
disposés dans le phycobilisome. Bes-caroteéne et leB,p-caroténe sont présents. Les
principaux xanthophylles sont la lutéine et la zdRkine. La paroi cellulaire est constituée de
cellulose ou de xylanes pour la partie fibrillagtede galactanes sulfatés ou mannanes pour la

partie mucilagineuse (de Reviers, tome 2).
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Sous-regne de Chlorobionta (lignée verte)

Les algues vertes constituent un groupe compresatneé 550 et 570 genres et de
16 000 a 17 000 especes. Le chloroplaste contetd dhlorophyllea etb. En majorité, les
algues vertes sont microscopiques et dulcaquicelles, sont cependant rencontrées dans tous
les types de milieu. Leur chloroplaste contientadehlorophyllea etb (de Reviers, tome 2).
Les Chlorobionta sont constituées de deux infrax¢edes Chlorophyta et les Streptophyta.

Classe des Euglénophyceae (lignée verte)

Dans la classe des Euglénophyceae, de 40 a 56sgen650 a 1 050 espéces sont
dénombrés. Ces algues sont unicellulaires, flaggllBarement coloniales. Un grand nombre
d’euglénophycées sont incolores, certaines ont updedirs chloroplastes au cours de
I’évolution. Lorsqu’ils sont présents, les chloragtes des euglenes contiennent les
chlorophyllesa etb comme celui des algues vertes dont ils dérivesd. duglénes contiennent
du B,B-caroténe et divers caroténoides dont les plus rit@ps sont la néoxanthine et la

diadinoxanthine (de Reviers, tome 2).

Classes des Chlorarachniophyceae (lignée verte)

Les algues de la classe de Chlorarachniophycesedss organismes unicellulaires,
coccoides, amiboides & pseudopodes filamenteux anagideS Cette classe compte cing
genres et six especes. Les chloroplastes des dbraophycées contiennent de la

chlorophyllea etb (de Reviers, tome 2).

Embranchement des Cryptophyta (lignée brune)

Chez les Cryptophyta le nombre d’espéces déciesle I'ordre de 100 a 200. Les
cryptophytes sont des organismes unicellulairageflés. lls contiennent les chlorophylles
etc. Les algues appartenant a cet embranchement posséghlement de la PE ou de la PC

(de Reviers, tome 2).

Y monade : organisme unicellulaire nageant & I'dida ou plusieurs flagelles eucaryotiques.
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Embranchement des Haptophyta (lignée brune)

Ce sont des algues a chloroplastes colorés endaménpar des caroténoides. Elles
forment une lignée propre caractérisée par un erggarticulier: I'haptophéme.
L’'embranchement compte environ 80 genres et 30@cesp Les haptophytes sont des
organismes unicellulaires monadoides. Ce sont eskement des organismes planctoniques
et marins. Les pigments retrouvés sont la chordphyét c(de Reviers, tome 2)

Embranchement des Dinophyta (lignée brune)

Cet embranchement compte environ 4 000 espéecestiespdans 550 genres. Ces
algues n’ont aucune parenté directe avec les aalgass mais sont affiliées aux Sporozoa et
aux cilées. Les dinophytes sont majoritairementelhilaires. 1l existe quelques rares formes
filamenteuses. Elles sont caractérisées par urasenfarticuliére avec un fuseau externe. Un
dynocarion est présent chez la majorité de ces nmg®es. Chez les especes
photosynthétiques, il existe plusieurs types derolplastes. Les dinophytes peuvent contenir
divers eucaryotes endosymbiotiques. Les chloraggdasbntiennent de la chlorophy#eet c,
comme les haptophytes, les ochrophytes et les apligtes. Le chloroplaste typique a
péridinine contient de la chlorophylig c, comme chez les cryptophytes, les pigments

surnuméraires sont principalemeng)p-carotene et la péridinine (de Reviers, tome 2).

Embranchement des Ochrophyta (lignée brune)

Les ochrophytes appartiennent au sous-regne desdkénta. Ce vaste ensemble
regroupe des organismes dont la caractéristiquemeom@ est soit d’étre des monades
pourvues d'un appareil flagellaire dit « Hétéro@ont soit d’avoir des cellules flagellées
(spores ou gametes) avec ce méme type d’appaceinioteur. L’'appareil flagellaire a donné
son nom a I'ensemble « Hétérokonta ». Les ochr@shgont placés dans un vaste ensemble
contenant également une dizaine de lignées d’algue®scopiques, comme les diatomées,
les chrysophycées et les xanthophycées. Le chbstgptontient de la chlorophykeetc. La
nature des pigments surnuméraires varie selonitiEseamtes classes d’algues (de Reviers,

tome 1 et 2).
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2.1.3.4 Fonctions et particularités des pigments d’  algues marines

Les pigments ont dés le début du XTXsiécle constitués un critére important dans la
classification des algues. Le role physiologiquecds molécules est de capter I'énergie
lumineuse. Selon la nature des pigments surnuredrassociés a la chlorophylie les
chloroplastes sont verts (chlorobiontes),ou brudshfophyta) , ou bleus (Cyanophyta) ou
rouges (Rhodophyta) (Ruiz, 2005).

Principe général de la photosynthése

La photosynthése est effectuée dans les chloreglasint la structure schématique est
présentée sur la figure 47.

Vésicule thylacoidale

Membrane externe

/ Membrane interne

Granum

(empilement de Thylacoide Lamelle
thylacoides) 57

Figure 47 : Représentation schématique d’'un chlorop  laste (Garett & Grisham, 1999)
Le principe général de la photosynthése est de ertind’énergie lumineuse en
énergie chimique (ATP) et en pouvoir réducteur (N, lors des réactions dépendantes de

la lumiere. Cet ATP et ce pouvoir réducteur sesorguite utilisés lors des réactions du cycle
de Calvin pour synthétiser des glucides (Figure(d8)Reviers, tome 1; Guignard, 2000).
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PhycobEsome Energie

Antenne e / lumineuse
collectrice 1
RC

1 Accepteur primaires
APC d’électrons
. O

1]
Chlorophylle a

Donneur

= e
d’électrons pPsili

Transporteur

d'électrons
Accepteur primaire
Co, / d’électron
Production d’énergie
chimique ATP v

/ P!
Transporteur

Cycle de d'électrons

Calvin

Production de

pouvoir réducteur  ———————— Accepteur final
NADPH d’électron NADP

Glucides

Figure 48 : Principe général de la photosynthése che  z les rhodophytes (de Reviers, tome 1)

Chez les organismes photosynthétiques oxygénigues, deux complexes
membranaires photosynthétiques sont les photosgstéRS). Chaque photosysteme est en
général constitué de deux parties (Garczarek, 2000)

- les complexes de I'antenne périphérique qui captuagumiere,

- les composants du centre qui comprend le cenaeioginel et une antenne interne

permettant le transfert de I'énergie d’excitati@nl’dntenne externe du CR.

Ces complexes sont associés a des molécules deopiinjties et de caroténoides qui
permettent I'absorption et le transfert de I'énergimineuse.
L’énergie lumineuse est captée par les pigment®siau niveau de I'antenne associée au
PSII, puis est transférée au CR du PSIl en pagsanties molécules de chlorophylée
associées aux antennes mineures de ce photosy&amnozarek, 2000)..
Le premier donneur d'électrons de PS Il est le P§8Dest constitué d'un dimére de
chlorophylle a absorbant & 680 nm. Il recoit des électrons d'omplexe de dégagement
d’oxygéne qui permet I'oxydation des molécules d’'gar la lumiere. Les électrons issus de
I'oxydation de I'eau permettent la réduction delastoquinone (PQjia la phéophytine puis
passent par une chaine de transfert d’électronpremant le complexe cytochrorhgf et le
PSI. Le PSI est le réducteur final de la chainéraesfert d’électrons et fonctionne comme
une oxydoréductase a plastocyanine (PC-ferrédaximeghlorophylles, la phylloquinone et

un groupement Fer-Soufre en sont des cofacteursz@&eak, 2000).
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Le premier donneur d’électrons de PS I, le P70Questimére de chlorophylle absorbant a
700 nm.

Ce transfert d’électrons génere le transport deoprdu stroma vers la lumiere du thylacoide.
Le gradient électrochimique créé est ensuite @tilur permettre la synthése d’ATP
(Garczarek, 2000). La chaine de transport desréfectors de la photosynthese est présentée

sur la figure 49.

Stroma ADP+ (P ATP
H* +NADP* +NADPH

o

hv hv

Photosysteme |

Photosystéme |1

Complexe
Mn

2 (Ht +12" ©2

Lumiére

Figure 49 : Chaine de transport d’électrons dans le s membranes thylacoidales eucaryotes
(Garett & Grisham, 1999)
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Les différentes classes de pigments

Chlorophylles

Les chlorophylles sont des molécules solubles daesssolvants organiques et
conférant la couleur verte aux chloroplastes. Cet stes macrocycles tétrapyrolliques
métallés par du magnésium et substitués par urieeiphytyle (Figure 50). Ces molécules
impliguées dans les processus d’oxydoréduction guiiique des milieux biologiques
assurent d’'une part la collecte énergétique desopbpet d’'autre part le transfert d’énergie
permettant ainsi la transformation du dioxyde dibaae et de 'eau en molécules organiques
(de Reviers, tome 1; Ruiz, 2005).

A l'origine de la photosynthése, toutes les algpessédent de la chlorophylke
(Guignard, 2000). Malgré cette caractéristique coman certains phylums se distinguent par
la présence de chlorophyllds ou d. Les algues vertes renferment, comme les plantes
Supérieures et contrairement aux autres algue$a d@élorophylleb tandis que les algues
rouges possedent en faible quantité de la chloteptiyde Reviers, 2002; Ruiz, 2005).

Dans le cas de la chlorophytigil y a absence de la chaine phytyle. L'absenceetie
chaine lipophile ne lui permet pas de se fixer dansiembrane du thylacoide, comme les
chlorophyllesa, b, d. La fixation se fait donc par I'intermédiaire deotgines membranaires
(de Reviers, tome 1; Ruiz, 2005).

H;C H HsC H

Figure 50 : Structure de la chlorophylle a

61



Chapitre 1

Les phéopigments

Les phéopigments sont issus de la dégradatiorldesophylles. Dans de hombreux
produits de dégradation de la chlorophylle, le eyétrapyrollique reste intact. Les enzymes
impliquées dans ce processus de dégradation sepbneables de phéophytination, de
déphytylation, de décarboxyméthylation et d’alloisetion des chlorophylles (Jeffrat al,
1997).
Les phéophytines, analogues des chlorophylles szais atome de magnésium, ainsi que les
phéophorbides correspondant a de la chlorophylles sens atome de magnésium et sans
chaine phytyle, sont classés parmi les phéopigméatdigure 51 représente la structure

chimique du phéophorbide

~ 0
H COOCH;
COOH

Figure 51 : Structure chimique du phéophorbide a
Caroténoides
Les caroténoides sont constitués de deux classesmposés : les caroténes et les
xanthophylles. Les premiers sont des moléculesetggpes pouvant étre assimilées a la
condensation de chaines de 20 carbones. Les sedéodslent de I'oxydation progressive
des carotenes (Cf. figure 52) (de Reviers, tonfeulz, 2005; Jeffrewt al, 1997).

Figure 52 : Structure chimique de caroténoides : fu  coxanthine (A), 3,3-carotene (B)
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Le rbéle des caroténoides consiste en la proteadmn’appareil photosynthétique
contre la photo-oxydation (Cf. figure 53). Chez @&slorophyceae, lors de fortes intensités
lumineuses, la violaxanthine est réduite (déépoaye@@ zéaxanthine. L'exceés d’énergie non
utilisée par I'antenne collectrice est alors éliénévitant, par la suite, la production d’oxygene
singulet nuisible a la cellule. Sous une intendit@ineuse réduite, la zéaxanthine est de

nouveau oxydée en violaxanthine (de Reviers, tonkuilz, 2005).

HO violaxanthine

H,O 2H (Ascorbate)
Obscurité Lumiére
2H (NADPH) + 02 H,0

HO antheraxanthine
H,0 2H (Ascorbate)
Obscurité Lumiere
2H (NADPH) + 02 H20

zéaxanthine

Figure 53 : Cycle des xanthophylles chez les Chloro  biontes (Jeffrey et al., 1997)

Chez certains ochrophytes, le cycle des xanthoghbt effectué par la diatoxanthine et la
diadinoxanthine. Lors de fortes intensités lumimesysla diadinoxanthine est réduite
(déépoxydée) en diatoxanthine. Sous une intensitéineuse réduite, la diatoxanthine est de

nouveau oxydée en diadinoxanthine (Cf. figure 3éjf(eyet al, 1997).
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OH

HO diadinoxanthine
H,0 2H (Ascorbate)
Obscurité Lumiere

2H2 + 02 H20

HO diatoxanthine
Figure 54 : Cycle des xanthophylles chez les ochrop  hytes (Jeffrey et al., 1997)

Phycobiliprotéines

Phycocyanobiline o

liée & un peptide NH— C|ys_ CO---
COzH CO.H Partie

S peptidique

Figure 55 : Structure de la phycocyanobiline (de Rev iers, tome 1)

Les phycobiliprotéines, contrairement aux chlordj@sy sont solubles dans I'eau.
Elles comportent une partie protéique et des chphroes (ou bilines) liés de fagon covalente
a la protéine. Les chromophores sont responsablés capture de I'énergie lumineuse et de
la couleur du pigment. Ce sont des groupes tétodlues, mais au contraire des

chlorophylles, ils ne sont pas cyclisés.
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Les phycobiliprotéines sont subdivisées en tromiges principaux : phycoerythrine
(rouge), phycocyanine (bleue), et allophycocyarfbieu turquoise). Les chromophores sont
les phycocyanobilines, les phycoérythrobilinesstghycourobilines (Cf. figure 55).

Les biliprotéines différent par le nombre et launatdes chromophores disposés sur
les sous-unités protéiques. Chez les algues bituesiges, ces pigments sont localisés dans
des structures situées a la surface des thylacoldsphycobilisomes (Cf. figure 7). Le r6le
physiologique des phycobiliprotéines est de capmtes photons de longueurs d’onde
différentes de ceux captés par les chlorophylledeetransmettre cette énergie lumineuse au
centre réactionng|Cf. figure 56) (de Reviers, tome 1; Grossnedal, 1993).

Photosystéme |l
Chlorophylle a

Phycoérythrine

Figure 56 : Disposition des phycobilines dans un ph ycobilisome (de Reviers, tome 1)
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2.2 DONNEES CONCERNANT LES MOLECULES NATURELLES ANTIPROL IFERATIVES ISSUES

DES ALGUES

2.2.1 Etudes menées sur les macroalgues

Chimiquement, les métabolites bioactifs retroust@sz les algues incluent les phénols,
les molécules hétérocycliques, les stérols, lggetas, les polysaccharides, les peptides et les
protéines (Bhakuni & Rawat, 2005). Pour illustrémportance des recherches entreprises
chez les macroalgues, le paragraphe suivant rglegigjues études consacrées a la recherche
de molécules anticancéreuses issues de ces organism
De nombreux travaux sont consacrés a I'évaluatieri’attivité d’extrait de macroalgues.
Notamment, un extrait de I'algue bruB&urcaria bifurcatainduit de maniére irréversible
I'arrét de la prolifération cellulaire sur la ligndNSCLC-6 de cancer du poumon (Moredu
al.,, 2006a). De méme, un extrait éthanolique issu algule Corallina piulifera induit
I'apoptose sur les cellules HelLa (adénocarcinomeicad humain) (Kwonet al, 2007). Des
extraits deBifurcaria bifurcatg de Cystoseira tamaricifolia de Demariesta ligulataet de
Dictyota dichotomaprésentent des activités cytotoxiques sur trognées cellulaires
cancéreuses (Daudi : lymphéme, Jurkat : leucémk5ép : leucémie) (Zubiat al, 2009).
Des extraits des algu¢zalmaria palmata Laminaria setchellii, Macrocystis integrifoliat
Nereocystis leutkeamaontrent des activités antiprolifératives suiidgmée d’adénocarcinome
cervical humaine HelLa (Yuan & Walsh, 2006). Un aittrde Caulerpa racemosavar.
cylindracea montre des effets antiprolifératifs et apoptotgusur les lignées de
neuroblastome SHSY5Y et Kelly (Cavetsal, 2006).

D’autres études ont été consacrées aux hydrolgsatsacroalgues obtenus enzymatiquement.
Par exemple, un hydrolysat obtenu enzymatiquemertatijue bruneEcklonia cavamontre
une activité antiproliférative sur des lignées mesi de cancer du colon CT-26, sur la lignée
de leucémie humaine THP-1 et U937 et les celluemdlanome de souris B-16 (Athukorala
et al, 2006). De méme, les translames produits parraeizymatique sur les laminaranes
ont des propriétés antitumorales (Smit, 2004; Kaeff al, 1999; Saiteet al, 1992).
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Le chondriamide A (Cf. figure 57) isolée de l'alguerigeChondria atropurpureanontre un
effet cytotoxique sur les cellules cancéreusesothngPalermeet al, 1992; Smit, 2004).

Blunt et al ont référencé les molécules isolées d'algues Viertme et rouge en 2006. L'algue
rouge Laurencia obtusaest la source du perforenol B (Cf. figure 57) mqontre une forte

activité antiprolifératives sur différentes lignéesllulaires cancéreuses (Klagt al, 2006;

Blunt et al, 2008). | NH
HO,, =
ON-NH
Br
A A B
N
H

Figure 57 : Structure chimique du perforenol B (A) e  t de la chondriamide A (B)

Chez les Chlorophyta, I'exemple le plus connu delémdes antitumorales, est le
kahalalide F. Cette molécule a été isolée dans wvemipr temps du mollusque
Elysia rufescendMais la source originelle de cette molécule ‘edglie Bryopsis sppqui fait
partie du régime alimentaire @& rufescengHamannet al, 1996; Hamann & Scheuer, 1993;
Smit, 2004).

Des polysaccharides sulfatés présentent égaleresraalivités cytotoxiques. Les fucoidanes
sont connus pour avoir des propriérés anticancéseastimétastastiques chez la souris (Smit,
2004).

Le Sarg A, un polysaccharide extrait de I'alguener8argassum strenophylluenune action
antiangiogénique sur la membrane chorioallantoitpee ceufs de poules (Dias al, 2008).
Les injections de ce polysaccharide a des sewiss auxquelles il a été inoculé une tumeur
cancéreuse B16F10 de mélanome montrent une dimmdé la croissance tumorale avec un
effet dose-dépendant (Diast al, 2008). De méme, un polysaccharide issu de l'algue
Capsosiphon fulvescemsduit 'apoptose sur les cellules AGS de can@stiggue (Kwon &
Nam, 2007).
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Figure 58 : Structure chimique du dehydrothyrsiferol (A) et de la lophocladine B (B).

Le triterpene squalénoide marin dehydrothyrsiféfel. figure 58) isolé de l'algue rouge
Laurencia viridis montre des activités cytotoxiques sur différentemées cellulaires
cancéreuses (P-388, A549, MEL28 et HT29). Il incdaghlement I'apoptose sur les lignées
T47D, ZR-75-1, HS578 et MDA-MA-231 du cancer du rsgiPec et al, 2003). La
lophocladine B (alcaloide) (Cf. figure 58) a étélée a partir des algudsphocladia sp
Cette molécule est cytotoxique pour les lignéekileddes cancéreuses du sein (MDA-MB-
435) et du poumon (NCI-H460) (Grossal, 2006).

Les travaux présentés ici ne constituent pas wte éxhaustive. La revue de Folnatral
(2010) intitulée « Photosynthetic marine organisaasa source of anticancer compounds »
consacre trois paragraphes aux composés anticarci&@és a partir de Chlorophyceae,
Rhodophyta et de Phaeophyta. Elle permet d’évdlimeportance des macroalgues en tant

gue source de molécules anticancéreuses (Fatnar 2010).
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2.2.2 Potentiel des microalgues marines

2.2.2.1 Biodiversité des microalgues marines

Il existe quatre lignées de microalgues, chacuwssgdant de 1 & 7 embranchements

pouvant chacun compter jusqu'a 10 000 espéceslakaification des microalgues selon la

composition pigmentaire ainsi que leur biodiversié présentée dans le tableau 5, (Jeftey

al., 1997).

Tableau 5 : Diversité des microalgues marines et du  Igaquicoles (Jeffrey et al., 1997)

Nombre approximatif

Embranchement / Classe Nom usuel Genre
d’especes

Lignée brune : chlorophyllesa etc
Dinophyta dinoflagellés 550 4000
Ochrophyta algues dorées

Bacillariophyceae diatomées 210 5500 a 10000

Chrysophyceae Chrysophyte, 120 1000

silicoflagellés

Eustigmatophyceae 6 12

Raphidophyceae raphidophytes 4 9

Xanthophyceae 90 600
Haptophyta algues dorées

Prymnesiophyceae coccolithophorides 50 500
Cryptophyta cryptonomades 8 > 50
Lignée verte : chlorophyllesa etb
Chlorophyta

Chlorophyceae algues vertes 350 2500

Prasinophyceae flagellés verts 13 120
Euglenophyta euglénoides 43 650 a 800
Lignée rouge : chlorophyllea et biliprotéines
Rhodophyta algues rouges 3 10
Cyanobactéries: chlorophylle a et biliprotéines
Cyanophyta cyanobactéries > 10000
Prochlorophyta prochlorophytes 3 3
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2.2.3 Etudes menées sur les microalgues marines

Les invertébrés marins comme les éponges, lesaices] les tuniciers et les
bryozoaires sont une source de molécules a achiotégique. La plupart de ces organismes
ont une flore commensale incluant des bactériespderoalgues (dont les cyanobactéries) et
des moisssures. De nombreux métabolites secondaitesuveés chez les invertébrés
proviennent de cette flore (Dunlapal, 2007).

L’'exemple le plus connu est la mise en évidencedidsstatines, agents déstabilisants des
microtubules. Les dolastatines ont été isolées ialainent du mollusque
Dolabella auricularia En réalité, elles proviennent des cyanobactéiegenreSymploca
(Bai et al, 1993; Mitra & Sept, 2004; Petst al, 1981; Simmonst al, 2005).

Plus de 120 alcaloides issus de cyanobactériegténtécrits entre 2001 et 2006, et ils
présentent une large diversité de structures chi@sicavec une grande variété d’activités
biologiques (Tan, 2007). Par exemple, le jamaicamdCf. figure 59), neurotoxine, issue de
L. majusculaprésente des activités cytotoxiques sur la ligd€ecancer du poumon H460
(Edwardset al, 2004). La wewakpeptine A (Cf. figure 59), issue ld semiplenaest
cytotoxique contre la lignée de cancer du poumoddf (Hanet al, 2005; Tan, 2007;
Edwardset al, 2004).

OCH, 0 Br
A |

\
Iz

Figure 59 : Structure chimique du jamaicamide A (A) et de la wewakpeptine A (B)
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Arthrospira platensisou « Spiruline » montre des activités antioxydantésrtains de ses
extraits enrichis en sélénium ont montré une aétiantiproliférative et apoptotique sur des
lignées de cancers du sein (Clegral, 2009).

Les espéces du groupe des dinoflagellés sontlissiptéressantes. En effet, elles
partagent de nombreux métabolites uniques avecyasobactéries (Shimizu, 2003). Ces
microalgues sont également connues pour formerd#eom » toxiques, et produisent de
nombreux meétabolites secondaires, comme des compbé&rocycliques, des éthers
polycycliques, des polyketides et des macrolidésni&u, 2003).

Les amphidinolides, macrolides produits par leofigellés du genrdmphidiniumont des
propriétés antitumorales. lls sont cytotoxiqueslIsarcellules de lymphome murin L210, et
les cellules cancéreuses de I'épiderme KB (Tsetlal, 2000; Kobayashiet al, 1994;
Kobayashi & Ishibashi, 1997). Un composé dérivé,cégibenolide I, montre une forte
cytotoxicité contre la lignée de cancer du colonTH(16. (Camachet al, 2007; Daranast
al., 2001; Kobayashi & Ishibashi, 1997). La structanémique de I'amphidinolide A et du
caribenolide | sont présentés sur la figure 60.

A B HO

Figure 60 : Stucture chimique de I'amphidinolide A ( A), du caribenolide | (B).

Outre les dinoflagellées, des activités anticazesgs ont également été identifiées
chez des microalgues marines non toxiques. Par @reles diatomées du genRseudo-
nitzschiaproduisent de I'acide domoique (Cf. figure 61),léaale neurotoxique (Dunlagt
al., 2007).

H
N
HOOC
HOOC U

T =—=""""C0o0H

Figure 61 : Structure chimique de I'acide domoique
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Par ailleurs, de nombreuses études sont consagréégaluation d’extrait de microalgues
marines. Par exemple, il a été montré que les iextrde Synechococcus sp
Chlamydomonas nivalist Rostoc ellipsosporurprésentaient des capacités antioxydantes (Li
et al, 2007). Moreauet al en 2006, ont montré que la fucoxanthine extraite
d’Odontella auritaprésentait un potentiel antiprolifératif et apdpjoe sur des lignées de
cancer du poumon. L'activité de la fucoxanthinensuite été vérifiée sur de nombreuses
autres lignées cancéreuses. Deux monoacylgalaaigsyylglycérols isolés de la diatomée
Phaeodactylum tricornutursontcapables d’'induire I'apoptose sur des celluleshépiles de
souris (W2) (Andrianasolet al, 2008). Enfin des extraits d’especes du g&inorella ont
montré des activités antiprolifératives sur lesdigs H1299, A549, et H1437 de cancer du
poumon (Wanget al, 2010) et une activité antiproliférative et apdigioe sur la lignée de
cancer du colon HCT116 (Chet al, 2008).

La revue de Folmeet al (2010) permet d’évaluer I'importance des microakyen tant que
source de molécules. Une partie de cet articlecessacrée aux composés anticancéreux

isolés de diatomée, de dinoflagellés et de cyarnéhias (Folmeet al, 2010).

2.2.4 Apport des biotechnologies

Comme les autres microorganismes, les microalguésentent I'avantage d'étre
cultivables en bioréacteurs (Olaizola, 2003). Aellre actuelle, les microalgues marines
produisant des lipides en grandes quantités fatjdt de toutes les attentions notamment
pour la production de biocarburant (Mahaal, 2010). Mais elles présentent également un
fort potentiel pour d'autres domaines comme la eecle médicale, le secteur agro-
alimentaire ou cosmeétique (Milledge, 2010).

Parmi les dizaines de milliers d’especes de miguesd marines existantes, seulement
guelques milliers sont référencés et conservés.lgQee centaines ont fait l'objet
d’investigation pour leur composition biochimigueseulement quelques unes sont cultivees
pour des applications industrielles (Olaizola, 2003

Par exemple, les microalgues du ge@idorella sont produites par plus de 70 entreprises.
Elles sont commercialisées comme nutraceutiquesooune compléments alimentaires. Les
espéeces du gendathrospira (Spirulina) sont utilisées en alimentation humagneraison de
leurs hautes teneurs en vitamines, protéines gspotharides (Milledge, 2010).

Les microalgues sont également utilisées pourdduymtion de caroténoides. Becaroténe et
I'astaxanthine sont des colorants utilisés en aliet@éon humaine et animale. La

concentration moyenne des caroténoides chez lesatgoes est de 0,1 a 2%. Cependant les
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especes du genrBunaliella dans des conditions de fortes salinités et soudodes
irradiations lumineuses peuvent produire jusqu'@clde B-carotene (Milledge, 2010;
Dufosséet al, 2005; Del Campet al, 2000).

L'astaxanthine est un autre caroténoide dérivégdial Sa principale utilisation est
I'aquaculture, elle est également utilisée commaplément alimentaire et antioxydant. Elle
est produite par les microalgues du gertaematococcugMilledge, 2010; Lorenz &
Cysewski, 2000).

Les microalgues sont également utilisées pour predies phycobiliprotéines, comme la
phycocyanine et la phycoérythrine. Ces pigments goaduits par les algues du genre
Spirulina Porphyridiumet Rhodella lls sont utilisés comme colorant en cosmétiqagsde
secteur de I'alimentation et a des fins de recheepdur leurs propriétés fluorescentes.

Les dinophytes du geni@rypthecodinumsont sources d'acides gras polyinsaturés et sont
utilisés comme complément alimentaire. Dans le el 6 sont présentés les genres
microalgaux utilisés a des fins industrielles, alaa production annuelle en tonne et leurs

applications (Milledge, 2010).

Tableau 6 : Genres microalgaux utilisés en industri e, avec leurs applications (Milledge, 2010).

Genre Microalgaux Production annuelle o _
Applications et produits

utilisés en tonnes
_ Alimentation animale et humaine,
Arthrospira 3000 - B .
phycobiliprotéines, cosmétique
Nutrition humaine, aquaculture,
Chlorella 2000 _
cosmetique
_ Nutrition humaine, cosmetiqup;
Dunaliella 1200 .
caroténe
Aphaniezomenon 500 Nutrition humaine
Haematococcus 300 Aquaculture, Astaxanthine
Crypthecodinium 240 Acide Docosaexanoique
Schizochytrium 10 Acide Docosaexanoique
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La plupart des productions industrielles sont séa&s dans des bassins a ciel ouvert. Ces
systémes de production sont peu couteux, maiséseptent certains inconvénients :

- une faible diffusion de la lumiere.

- La monoculture d'une espece unique est difficile maintenir en raison de

contaminations extérieures.

- Larécolte est dans certains cas compliquée.
Dans ces conditions, la production de composésmrutiques et additifs alimentaires est
difficile. Les photobioréacteurs sont utilisés paqalier ces difficultés. lls permettent de
réguler des parametres comme comme le pH, la tatypér et l'irradiation lumineuse
(Perez-Garciat al, 2010).
La recherche de molécules a activité biologiqueessde microalgues marines peut donc
bénéficier de I'ensemble du savoir développé auteua culture des microalgues.

2.2.5 Conclusion : les microalgues marines, un vivi er inexploré de molécules

anticancéreuses

Parmis les quatre lignées d’algues existantede dauignée verte a quitté le milieu
marin. Les algues rouges et brunes n’ont aucurvalgunit terrestre et leurs métabolites sont
souvent originaux (Kornprobst, 2005).

Par ailleurs, les différents travaux traitant deniae en évidence de composés bioactifs issus
de microalgues montrent qu’elles sont une sourcand&cules a activité biologique et
notamment anticancéreuses.

Les microalgues marines présentent une grandeveisité et compte tenu de la quantité
d’espéces microalguales non étudiées, du manqummigees précises sur leur composition
biochimique, les microalgues marines apparaisseminee un champ d’investigation majeur
pour la mise en évidence et la découverte d'une€out¢ originale utilisable en cancérologie.
Leur potentiel est d'autant plus important, que cee nombreux microorganismes, elles

sont cultivables en bioréacteur.
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SECTION 4 : POSITIONNEMENT ET OBJECTIFS DE L'ETUDE

Les thérapies ciblées sont aujourd’hui un axeeddarche majeur en oncologie. Les
molécules agissant sur la régulation du cycle lztki ou les voies de communication font
I'objet de toutes les attentions, et notamment feslécules restaurant le phénoméne
d’apoptose chez les cellules cancéreuses. L'appoobde nouveaux médicaments, comme le
temsirolinus, est emblematique de I'évolution dedeherche de molécules anticancéreuses

issues du milieu naturel.

Les éponges, les gorgones, les tuniciers et pszbaires constituent la principale
source de molécules anticancéreuses issues du nmoamdie. Cependant, la plupart de ces
organismes ont une flore commensale incluant degdébas, des microalgues et des
moisissures (Dunlagt al, 2007) pouvant étre a I'origine de la productian rdétabolites
secondaires. Ce phénomeéne est illustré par lestdtitees produites par les cyanobactéries du
genreSymploca Cet aspect, ainsi que la possibilité de cultiesr microorganismes sont a

I'origine de I'intérét croissant de I'industrie plh@aceutique pour ces microorganismes.

Les microalgues marines constituent un groupe dgowmiganismes comptant plus d’une
dizaine de milliers d’especes. Ces organismes €jat whontré leur potentiel dans le monde
industriel avec la production de nutraceutiqguespiggnents et d’acides gras polyinsaturés.
Les lignées rouge et brune des algues n’ont pagui/alent dans le monde végétal terrestre
(Kornprobst, 2005). Ces caractéristiques les rengeamticulierement attractives pour la

recherche de nouvelles molécules anticancéreuses.
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Les travaux présentés dans ce mémoire sont c@ssacta mise en évidence de
molécules anticancéreuses issues de microalgueseasatls s’articulent autour de deux

chapitres.

Le premier chapitre expose les résultats obtepnsernant I'évaluation du potentiel
antiprolifératif de plusieurs extraits de microagumarines sur différentes lignées cellulaires
cancereuses.

A la suite de ce criblage, une démarche bioguiééa adoptée pour isoler et identifier le ou
les principes actifs présents dans les extraitd@t®t. Les potentiels cytotoxique, cytostatique

et apoptotique de la molécule identifiee seronuga®té etudiés.

Le second chapitre sera, dans un premier tempsacee a la standardisation des
méthodes d’analyse et de purification des princgatfs de microalgues marines.
Une seconde partie sera consacrée au développdegentéthodes d’extraction de molécules
a activité biologique par des procédés classiqueacération) ou innovants tels que

I'extraction sous irradiation micro-onde.
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CHAPITRE 2

EVALUATION DU POTENTIEL ANTIPROLIFERATIF
D'EXTRAITS DE MICROALGUES MARINES.
ISOLEMENT D'UN PIGMENT ANTIPROLIFERATIF ISSU DE

DUNALIELLA TERTIOLECTA

1
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1 CONTEXTE ET DEMARCHE

L’étude qui est présentée dans ce chapitre alpaud’identifier des molécules issues

de microalgues marines utilisables en chimiothérapi
Pour ce faire, les especes de microalgues mabuesliella tertiolecta Nannochloropsis
oculatg Nannochloropsis salineet Polypodochrisys teissieront été sélectionnées. Des
extraits dichlorométhanique, éthanolique et aquances microalgues ont été évalués pour
leur potentiel antiprolifératif. L’évaluation de tte activité a été réalisée sur des cultures
monocouches de lignées cellulaires cancéreuses MBA231 (cancer du sein), MCF-7
(cancer du sein), A549 (cancer du poumon non depetiellules) et LNCap (cancer de la
prostate). Les cultures monocouches ont I'avantigéournir des résultats robustes (Balilly,
2009).
Un extrait deDunaliella tertiolecta identifie comme celui présentant I'une des atwviles
plus intéressantes sur la lignée de cancer du ME&R-7, sera utilisé pour mener une
démarche bioguidée afin d’isoler le ou les prinsipetifs.
Cette meéthodologie présentera l'avantage de purifaidement une molécule portant
I'activité recherchée. Le principe actif isolé & éaractérisé en spectrométrie de masse haute
résolution.
L’activité antiproliférative de la molécule a ertsuété étudiée, en considérant :

- sa capacité a provoquer la mort des cellules opetantiel cytotoxique,

- sa capacité a bloquer la division cellulaire ou gotentiel cytostatique,

- son potentiel pro-apoptotique.
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2 MATERIEL ET METHODES

2.1 SELECTION DES ESPECES DE MICROALGUES MARINES

La fucoxanthine, un xanthophylle retrouvé chezBesillariophyta, Chrysophyceae,
Raphydophyceae et des Prymnesiophyceae (Cf taB)emfait I'objet de nombreuses études.
Son activité antiproliférative, apoptotique et stagique sur des lignées de cancer bronchique
a été démontrée par Moreaual en 2006. De plus, ce pigment a également montsé de
activités apoptotiques sur des cellules de leucéhsokawaet al, 1999; Kimet al, 2010;
Nakazaweet al, 2009), des cellules de cancer du colon (Hosoketved, 2004; Nakazawat
al., 2009), de la prostate (Kotake-Nathal, 2005) et des cellules cancereuses hépatiques
(Das et al, 2008; Daset al, 2005). Notre étude exclut les classes ou embeanehts de
microalgues possédant ce pigment, sauf pour unécesgtudiée. Le tableau 7 présente la
composition pigmentaire des différents embranchésnaun classes de microalgues marines.
Dans le souci de ne pas étre redondant avec dédanéies études, les especes de microalgues
sélectionnées ne doivent pas avoir déja été émigiéer leur activité antiproliférative sur des
lignées cellulaires cancéreuses. Enfin, les miguees sélectionnées doivent étre cultivables
en photobioréacteur.

En tenant compte de ces trois criteres, quatrecespde microalgues marines ont été
sélectionnées pour cette étude :

- Nannochloropsis salina

- Nannochloropsis oculata

- Dunaliella tertiolecta

- Polypodochrysis teissieri
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Tableau 7 : Principaux pigments caractéristiques des procaryotes photosynthétiques et des

différentes classes ou divisions d'algues (Garczare

k, 2000; Jeffrey etal., 1997)

Code : ++ : pigment majeur (>10%) ; + : pigment mineur (1-10% des chlorophylles ou des

caroténoides totaux) ; - : pigments absents ou non détectés.

Embranchement ou classe

Pigments

Cyanophyta

Prochlorophyta

Rhodophyta

Cryptophyta

Chlorophyceae
Prasinophyceae
Euglénophyta
Eustigmatophycea
Bacillariophyceae
Chrysophyceae
Raphidophyceae
Prymnésiophyceae

Dinophyta

Chlorophylles
Chla
Chlb

Chlc (c', & ¢, MgDVPa)

Divinyl Chl a
Divinyl Chl b

++

++

++

++

Caroténe (@ ou B)

++

++

++

Xanthophylles
Alloxanthine
Lutéine
Néoxanthine
Prasinoxanthine
Violaxanthine
Zéaxanthine
Fucoxanthine
19'-HF

19'-BF

Diadino, diatoxanthine

Péridinine

++

++ 4+ - - - - - - -

++  ++ o+ - - - - - -

++ 4 - ++ - - - - -

Biliprotéines
Allophycocyanine
Phycocyanine

Phycoérythrine
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2.1.1 Les especes de microalgues étudiées

2.1.1.1 Nannochloropsis salina et Nannocloropsis oc  ulata

Nannochloropsis salina elNannocloropsis oculataappartiennent a la classe des
Eustigmatophyceae. Les espéces du gllamnochloropsisont subsphériques de 2 a 4 um
de diametre ou cylindriques de 3 a 4 x 1,5 um @\&tiCheng, 1982).

Des observations microscopiquds N. salinaet N. oculatasont présentées sur la figure 62.
Les Eustigmatophyceae appartiennent a la lignéamebmes microalgues marines. Les
pigments majoritairement retrouvés chez ces migwes sont la chlorophylle, la

violaxanthine et |§,3-caroténe.

Figure 62 : Observation microscopique de  Nannochloropsis salina  (A)" et
Nannochloropsis oculata  (B)?

2.1.1.2 Dunaliella tertiolecta

Figure 63 : Observation microscopique de  Dunaliella tertiolecta 3

! photographie ddlannochloropsis salinawww.sb-roscoff.fr
2 photographie délannochloropsis oculatawww.algaedepot.com
3 photographie d®unaliella tertiolecta: www.marinebiology.edu
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Dunaliella tertiolecta appartient a la classe des Chlorophyceae. Lescespe
appartenant au genBunaliella présentent une petite cellule (<20um) dépourvutEudgule,
couverte de cellulose, de xylanes, de mannanesg @&alycoprotéines, avec deux flagelles
de taille identique insérés a l'apex de la cellllme observation microscopique d®
tertiolectaest présentée sur la figure 63.

Les chlorophycées appartiennent a la lignée veaechlorophyllea, la chlorophyllieb et le
B,B-caroténe sont les principaux pigments retrouvésnéoxanthine, la violaxanthine et la

lutéine sont présents mais minoritaires (Jeféegl, 1997).

2.1.1.3 Polypodochrysis teissieri

Polypodochrysis teissiedppartient a 'embranchement des Ocrhophyta etctatse
des Pinguiophyceae. La cellule est pouvue d’'uneiggaisse, elle posséde un chloroplaste.
Les Pinguiophyceae contiennent principalement danllarophyllea etc, de la fucoxanthine,
de la violaxanthine, de la zéaxanthine etfgrcaroténe. La caractéristique principale de
Pinguiophyceae est d’étre exceptionnellement raahacides gras oméga 3. La figure 64 est
une observation microscopique geissieri(de Reviers, 2002).

Figure 64 : Observation microscopique de Polypodochrysis teissieri !

2.1.2 Conditions de culture des microalgues marines

Les conditions de culture des microalgues utifisgent présentées dans le tableau 8.
La culture des microalgues est réalisée a 'lFREMIERantes, au laboratoire PBA.
La matrice utilisée pour toutes les especes eat lde mer, filtrée sur 0,2um puis stérilisée.
Les microalgues sont cultivées a 20°C, sans régulde pH et en mode « batchN:.salina,
N. oculata etP. teissieri,sont cultivées sous une irradiation lumineuse depiol.n’.s* et

pour un volume de 150 niD. tertiolectaest cultivée sous une irradiation de 180 pmblsthet

! photographie d@olypodochrysis teissieri
http://cgdc3.igmors.u-psud.fr/microbiologie/partigiap3 50 ochrophyta.htm
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dans un volume de 10 L. Aucune photopériode n’'pgligquée pour chacune des espéces.
N. saling N. oculata etD. tertiolectasont cultivées dans du milieu de Conway (Walne 1,970
P.teissieriest cultivée dans du milieu L1 (Guillard 1975).

Tableau 8: Conditions de culture de Nannochloropsis salina , Nannochloropsis oculata
Dunaliella salina et de Polypodochrysis teissieri

Nannochloropsis Nannochloropsis  Dunaliella Polypodochrysis

Espece . . o
salina oculata tertiolecta teissieri
Souche ccmpP? 1776 CCMP 525 CCMP 364 NBRC2806
Axénie de la
Non
souche
Type de culture Batch
volume de
150 ml 150 ml 101 150 ml
culture
Matrice Eau de mer (salinité 35.1) stérilisée sur 0.2urs putoclavée
. . milieu L1
Milieu milieu de Conway (Walne 1970) )
(Guillard 1975)
Photopériode aucune (lumiere continue)

Irradiance 150 pmol.nf.s*  150pumol.nf.s* 180 pmol.rif.s' 150 umol.nf.s*

Température 20°C

Régulation pH non

centrifugation  centrifugation
centrifugation (4000g, 15 mn, 4°C) (4000g, 20 mn, (4000g, 15 mn,
10°C) 4°C)

Méthode de

concentration

WCCMP : Culture collection of marine phytoplankton (&imw, U.S..A)
@NBRC : National Institute of Technology, Biologi®e#source Center (Japon)

Les microalgues sont collectées par centrifugadiomce.N. salina, N. oculataetP. teissieri
sont centrifugées a 4000g, pendant 15 minutes aRPIB@rD. tertiolectala centrifugation est
réalisée a 4000g, pendant 20 minutes a 10°C. Leaigues sont ensuite congelées a -20°C

et envoyées sous cette forme au laboratoire LIENS®Jniversité de La Rochelle.
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2.2 PREPARATION DES EXTRAITS DE MICROALGUES MARINES

2.2.1 Lyophilisation

A leur réception, les microalgues sont lyophilsée-55°C et a une pression inférieure
a 1 hPa. Le lyophilisateur utilisé est équipé d@andenseur HetoLyoPro 3000 et d’'un piege a

glace Heto Cooling Trap (Therma Electron Corporgtlerance).

2.2.2 Contraintes liées a la recherche bioguidée de  molécules a activité

antiproliférative

Des extractions successives ont été réaliséesdimnsolvants de polarité croissante :
dichlorométhane, éthanol et eau osmosée, afin dapééer I'ensemble des molécules

organiques, selon les recommandations du NCI.

2.2.3 Préparation des extraits de microalgues marin  es

Partie A : Préparation de I'extrait dichlorométhanique

Les molécules présentes dans les microalguesestraites par macération dans le
solvant. Les microalgues marines sont mises eracbawec le solvant selon le ratio 1g de
biomasse lyophilisée pour 100ml de dichlorométhdree. macération est réalisée a 20°C,
pendant 2 h, sous agitation magnétique. Afin degxé&r les pigments photosynthétiques de
la photo-oxydation, I'extraction est réalisée asourité et sous atmosphére inerte d’argon.
Apres extraction, I'extrait obtenu est séparé dasaalgues par filtration sur une membrane
PVDF (Fluorure de polyvinylidine), 0,22 pum. La menafie sur laquelle se trouvent les
microalgues marines est séchée pendant 24h, acliotis a 4°C, afin de préserver les
molécules présentes dans le marc. Le solvant watfést concentré a I'aide d’'un évaporateur
rotatif sous vide a 45°C. L’extrait sec est conéeavt°C, sous atmosphére inerte d’argon et a

I'obscurité.

Partie B : Préparation de I'extrait éthanolique

Apres extraction dans le dichlorométhane, le maécapéré et séché est mis en contact
avec de l'éthanol. Le volume de solvant utilisé &stméme que pour I'extraction
dichlorométhanique (si 100 ml de dichlorométhaneé&té utilisés a I'étape précédente, 100
ml d’éthanol sont utilisés pour cette étape). L'agtion est réalisée a 20°C, pendant 2 h, sous
agitation magnétique. Afin de préserver les pigmephotosynthétiques de la photo-

oxydation, I'extraction est réalisée a I'obscuritt sous atmosphere inerte d’argon. Apres
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extraction, I'extrait obtenu est séparé des mignaas par filtration sur une membrane PVDF,

0,22 um. La membrane sur laquelle se trouvent iesoaigues marines est séchée pendant
24h, a I'obscurité a 4°C. Le solvant du filtrat efoti est concentré a I'aide d’'un évaporateur
rotatif sous vide a 45°C. L'extrait sec est conéeav4°C, sous atmosphére inerte d’argon et a

I'obscurité.

Partie C : Préparation de I'extrait aqueux

Aprés extraction dans I'éthanol, le marc récupdrééché est mis en contact avec de
'eau osmosée. Le volume d'eau osmosée utilisé lesméme que pour l'extraction
dichlorométhanique et éthanolique (si 100 ml d’athat de dichlorométhane ont été utilisés
durant les étapes précédentes, 100 ml d’eau osrsoséeaitilisés). L'extraction est réalisée a
20°C, pendant 2 h, sous agitation magnétique. Adi@ préserver les pigments
photosynthétiques de la photo-oxydation, l'extiactiest réalisée a l'obscurité et sous
atmosphere inerte d’argon.
L’extrait obtenu est séparé des microalguescpatrifugation de I'extrait a 8000 g durant 10
min & 20°C. Le surnageant est ensuite filtré sunbrane de nitrocellulose 1,22um. Le filtrat
obtenu est lyophilisé a une température de -55°@ ehe pression inférieure a 1 hPa. Le
lyophilisateur utilisé est équipé d'un condenseetoHyoPro 3 000 et d’'un piége a glace Heto
Cooling Trap (Therma Electron Corporation, Frande).lyophilisat est ensuite conservé a
4°C, sous atmosphére inerte d’argon et a I'obs&urit
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2.3 EVALUATION DE L 'ACTIVITE ANTIPROLIFERATIVE DES EXTRAITS DE MICROALG UES

MARINES

2.3.1 Sélection des lignees cellulaires cancéreuses

Quatre lignées cellulaires cancéreuses ont ééta#inées : deux lignées de cancer du
sein (MCF-7 et MDA-MB-231), une lignée de canceortmhique (A549) et une lignée de
cancer de la prostate (LNCap). Un nombre conséqietignées pour cette étude permet de
multiplier les possibilités de mettre en évidenoeentrait intéressant. Les lignées cellulaires

cancéreuses ne répondent pas de la méme manigeendéme molécule.

2.3.1.1 Les lignées cellulaires cancéreuses

MCF-7

La lignée MCF-7 est issue d'un adénocarcinometid&mum mammaire prélevé chez
une patiente de 69 ans. MCF-7 est l'acronyme dehiyaon Cancer Foundation - 7, en
référence a l'institut de Détroit ou la lignée & établie -au septieme essai-, en 1973, par
I'équipe de Herbert Soule (Sow¢al, 1973). Elle est conservée dans la banque dedgydé
NCI (réf. Collection ATCQAmerican Type Culture Collection) n°HTB-22). Celignée est
sensible aux cestrogénes et aux ROS. La figuret@inesobservation microscopique (x200)
de la lignée MCF-7, dans son milieu de culturegdisur support solide.

Figure 65 : Observation microscopique (x200) de la lignée MCF-7 en croissance normale, dans
son milieu de culture, fixée sur support solide
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MDA-MB-231

La lignée MDA-MB-231 est issue d'un adénocarcinod¥pithélium mammaire
prélevé chez une patiente de 51 ans. Elle est naresdans la banque de lignées du NCI (réf.
Collection ATCC n°HTB-26). Il s'agit d'une lignéeneuploide avec un nombre de
chromosomes proche de la triploidie. Ces cellulest snsensibles aux oestrogenes et
insensibles aux ROS. La figure 66 est une observatiicroscopique (x200) de la lignée

MDA-MB-231, dans son milieu de culture, fixée support solide.

Figure 66 : Observation microscopique (x200) de la lignée MDA-MB-231 en croissance normale,
dans son milieu de culture, fixée sur support solid e

A549

La lignée A549 est issue d'un adénocarcinomett&pim pulmonaire prélevé chez
un patient de 58 ans (Giaedl al, 1973). Elle est conservée dans la banque deeligdé NCI
(réf. Collection ATCC n°CCL-185). Il s'agit d'unighée hypotriploide qui posséde 24% de
cellules a 12 chromosomes, 22% a 64 chromosomesutiges cellules étant diploides. La
lignée est tumorigene chez la soumigleet a conservé le type sauvage du géne p53. Leefigu
67 est une observation microscopique (x200) degteéé A549, dans son milieu de culture,

fixée sur support solide.

Figure 67 : Observation microscopique (x200) de la  lignée A549 en croissance normale, dans
son milieu de culture, fixée sur support solide
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LNCap

La lignée LNCap est issue d’'une biopsie du gangbapraclaviculaire prélevée chez un
homme agé de 50 ans atteint d'un carcinome de gteostétastatique. Cette lignée est un
modele classique pour tester des anticancéreuxclolmage de cette lignée a été réalisé
(LNCap FGC). Il s’agit d’'une lignée hypotétraploipessédant 84 chromosomes. Son temps
de doublement est de 34 heurasvitro (Cf. figure 5). La figure 68 est une observation
microscopique (x200) de la lignée LNcap, dans sieunde culture, fixée sur support solide
(Photographie ATCC).

Figure 68 : Observation microscopique (x200) de la  lignée LNcap en croissance normale, dans
son milieu de culture, fixée sur support solide. (Ph otographie ATCC)

2.3.1.2 Entretien des différentes lignées cellulair  es

Pour les lignées MCF-7, MDA-MB-231 et A549, leslldes sont cultivées en
flasques & bouchon filtrant, 75 €mdans 15 ml milieu de culture constitué de DMEM
(Dulbecco Modified Eagle's Minimal Essential Medjuoontenant 10% de SVF (Serum de
Veau Foetal) préalablement décomplémenté et de dsélotiques (10000 U pénicilline.rhl
et 10 mg streptomycine.ijl. Pour la lignée LNCap, les cellules sont cultvéans des
flasques contenant le milieu de culture RP(Rloswell Park Memorial Institute medium)
1640 contenant 10% de SVF, 1% d’antibiotiques.

Les cellules sont incubées a 37°C sous une atmaspiuntrolée a 5% de G@t 95%
d'humidité. Le milieu de culture est renouvelé tassdeux jours afin que les nutriments du
milieu ne deviennent pas limitant pour le bon déppement des cellules. De la trypsine (1X)
est utilisée pour décrocher les cellules de leppst afin de procéder aux différentes
expérimentations ou pour réaliser les repiquages.

Apres réecupération des cellules, la concentratalulaire est déterminée par un comptage a
la cellule de Mallassez. Toutes les expériencesrsatisées avec des cultures n'excédant pas

30 repiquages.
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2.3.2 Evaluation de l'activité antiproliférative de s extraits

L'activité antiproliférative des extraits est déénée par l'utilisation du MTT
(bromure de 3-(4,5-diMethylThiazol-2-yl)-2,5-diphgnTetrazolium). Ce test donne une
indication du fonctionnement mitochondrial. Il ctte & mesurer l'activité de la succinate
déshydrogénase mitochondriale des cellules vivai@tette enzyme, par coupure du cycle
tétrazolium, transforme le MTT, de couleur jauney eristaux de formazan bleus
(Cf. figure 69). Aprées dissolution dans le DMSO rigthylsulfoxyde) des cristaux, une
lecture spectrophotométriqgue est réalisée a 550(Mosmann, 1983). Les absorbances

obtenues sont directement proportionnelles au nemércellules vivantes.
Q succinate @
déshydrogé
N-p eéshydrogénase N=N
4 | Y/ H
+
N=NC s C N=N_ g
o e s
CH;

CH;
MTT Formazan

Figure 69 : Action de la succinate déshydrogénase s  ur le MTT. Coupure du cycle tétrazolium
conduisant a la formation de cristaux de formazan

2.3.3 Protocole d’évaluation de I'activité antiprol  iférative des extraits

Etape 1 : Préparation des extraits

Afin d’évaluer l'activité antiproliférative et leSlso (concentration inhibant 50% de la
croissance cellulaire) ; les extraits bruts sosté® & trois concentrations : 100 ug-n80
ng.mit et 10 pg.nit dans du milieu de culture cellulaire sur les défées lignées cellulaires.
La plus grande concentration testée est de 100 ljiglan extrait présentant une gl
supérieure a cette valeur n’est pas un bon cangmat mettre en évidence une molécule a
activité antiproliférative.
Pour préparer ces solutions, les extraits secsdluds dans le milieu de culture cellulaire.
Les extraits provenant de la macération dans lalaliométhane et dans I'éthanol sont
préalablement solubilisés dans du DMSO, car il$ s@olubles dans le milieu de culture. La
teneur en DMSO dans les solutions a tester nepdsiexcéder 1%.
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Etape 2 : dépbt des cellules en plaque 96 puits

Le test au MTT est réalisé en plaque 96 puitsniikeu de culture contenant les
cellules est déposé a hauteur de 50 ul dans crdesuipuits (Cf. figure 48). Le nombre de
cellules par puits pour chacune des lignées celislaitilisées est présenté dans le tableau 9.
Les concentrations cellulaires utilisées sont diffiées pour chacune des lignées, car elles ne

présentent pas le méme temps de génération.

Tableau 9: Concentration cellulaire utilisée pour évaluer le potentiel antiprolifératif des
différents extraits, fractions et sous-fractions po ur les lignées cellulaires MCF-7, LNCap, MDA-
MB-231 et A549

Lignées cellulaires

MCF-7 LNCap MDA-MB-231 A549
Nombre de cellules 5, 15000 5000 2000
par puits (50 ul)
Concentration
cellulaire 6.1¢" 3.10 1.10° 4.10"
(cellules.ml*)

NB : le test est valable si les cellules sont emasphexponentielle de croissance. Pour
respecter la loi de Beer-Lambert, I'absorbance méswa 550 nm ne doit pas étre supérieure
a 2,5, pour tous les temps d’incubation. Le teétéapréalablement paramétré pour chacune

des lignées.

Etape 3 : Dépobts des extraits en plaques 96 puits
Pour chaque extrait, 50 pl des différentes dihgigont déposés dans les plaques 96
puits selon le plan de la figure 70. Le volume [fidans chacun des puits est donc de 100 pl.

24 puits ont été réalisés pour chacune des comatiems testées.
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|:| 50 ul de milieu de culture + 50 pl de suspensidiuleée
I:l 50 pl d’extrait & 10 pg.r' + 50 pl de suspension cellule
- 50 pl d’extrait & 50 pg.r*+ 50 pl de suspension cellule
- 50 pl d’extrait & 100 pg.r* + 50 pl de susperon cellulairt

Figure 70 : Plan de dépdt des extraits et des cellul es en plaque 96 puits pour I'évaluation du
potentiel antiprolifératif des extraits microalgaux

Pour chacun des différents extraits (dichloroméghathanol et eau), trois plaques 96
puits sont réalisées pour évaluer l'activité amfiférative a 24, 48 et 72h. Les différentes
plaques sont laissées a incuber pendant 24, Z&hed 37°C sous une atmosphere contrblée a
5% de CQ et a 95% d’humidité.

Etape 4 : Révélation de la croissance

Aprés le temps d'incubation voulu, 20ul de MTT gl préparé dans du tampon
PBS (Phosphate Buffered Saline) (pH = 7,4 ; 0,1sbht déposés dans chacun des puits. Les
plagues sont laissées a incuber pendant 5h a 3 ;e atmosphére contrélée a 5% de
CO; et a 95% d’humidité.
Le milieu de culture est retiré, et les cristauXatenazan sont dissous dans le DMSO (200ul
dans chacun des puits). L'absorbance dans chadisegsti mesurée a 550 nm par un lecteur

de microplaques (Molecular Devices, Versa Max, blmanicroplate reader).
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Etape 5 : détermination des Cip(concentration inhibant 50% de la croissance cellaire)
Les Ckp sont calculées pour 72h dincubation des celluks, phase exponentielle de
croissance. La détermination desd3e fait en deux temps : Les pourcentages de araiss

pour chacune des concentrations sont déterminégiagie I'équation 1 :

Cx
0/-.CX — 50nm,72h
/Ocroissance_ T XlOO
50nm,72h

C . .
Yosreissance. POUrcENtage de croissance des cellules en peédame

concentration donnée en extrait.

Cx
50nm,72h : Absorbance mesurée a 550 nm apres 72h d’incubdés cellules

en présence d’'une concentration donnée en extrait.

T
ASSOnm,?Zh : Absorbance mesurée a 550 nm apres 72h d’incubdés cellules

en absence d’extrait (témoin).

Cx: concentration en extrait.

Equation 1 : Equation permettant de déterminer le pou  rcentage de croissance des différentes
lignées cellulaires pour le test au MTT

Cx —
La Clso est ensuite estimée graphiquement sur la oot issance — LOQ(C) ,
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2.4 EXTRAITS A ACTIVITE ANTIPROLIFERATIVE : PURIFICATION BIOGUIDEE DES PRINCIPES

ACTIFS

2.4.1 Démarche expérimentale

Aprés avoir évalué I'activité antiproliférativeed extraits présentant less€les plus

faibles sont sélectionnés. La démarche expérimeet|présentée sur la figure 71. Le but est

de purifier par CLHP (Chromatographie Liquide Haptrformance) et de caractériser la

molécule portant l'activité. Une démarche bioguigise fractionnement successif suivant

I'activité affichée a été suivie.

Plusieurs fractions des extraits portant une daétiantiproliférative sont réalisées. Les

différentes fractions sont testées pour leur pakantiprolifératif. La ou les fractions portant

I'activité sont de nouveau fractionnées. Cet athame se poursuit jusqu’a obtenir la ou les

molécules portant I'activité.

{ Extrait brut & activité antiproliférative ]

Analyse CLHP de I'extrait brut

Evaluation de I'activité antiproliférative des
fractions

[ Sélections de la ou des fractions d’intérét J

i
[ §

|
[

Sélection de la ou des sous-fractions d'intérét ]

Réalisation des sous-fractions ]

Evaluation de I'activité antiproliférative des
sous-fractions

Analyse CLHP des sous-fractions

Figure 71 : Démarche expérimentale pour la purifica  tion bioguidée des principes actifs de
microalgues marines
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2.4.2 Analyse des extraits

Pour analyser les extraits, une CLHP équipée dpmmpe (Waters, W600), d’'un
injecteur (Waters, W717) et d’'un détecteur PDA (®Yst W486) a été utilisée en phase
inverse, avec une colonne analytique Phenomenea Ow(2) (250 mm x 4,6mm, 10 um).

Le PDA permet de détecter les molécules absorbaut ges longueurs d’onde comprises
entre 190 et 600 nm. Le débit de la phase mobil@lesiml.mift. Le gradient de solvant
utilisé est dérivé de la méthode de Jeffegwl et est présenté dans le tableau 10. Ce gradient
est constitué de trois solvants : méthanol/eau2(0/acétonitrile/eau (90/10) et acétate

d’éthyle. Le volume injecté pour les différentealgees est compris entre 10 a 50ul.

Tableau 10 : Colonnes et Gradients de solvants util  isés en CLHP analytique, semi-préparative
et préparative

A : méthanol/eau (80/20)

B : acétonitrile/eau (90/10)

C : acétate d'éthyle

Colonne mode analytique : Phenomenex Lugd2} (250 mm x 4,6 mm, 10 pum)
Colonne mode semi-préparatif : Phenomenex Lué2}T (250 mm x 10,0 mm, 10 pm)
Colonne mode préparatif : Phenomenex Luag(2) (250 mm x 21,2 mm, 10 um)

Temps Débit (ml.min™) Solvants

(min) Analytique Semi-préparatif Préparatif %A %B %C
0 1 5 10 100 0 0
3 1 5 10 0 100 0
35 1 5 10 0 30 70
38 1 5 10 0 0 100
41 1 5 10 0 0 100
43 1 5 10 0 100
45 1 5 10 100 0
47 1 5 10 100 0
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2.4.3 Purification des molécules d'intérét

Afin de purifier les molécules qui présentent acévité antiproliférative, une CLHP
est utilisée en mode préparatif ou semi-préparatif.
Apres avoir déterminé les conditions analytiquespassage de la CLHP au mode semi-
préparatif ou préparatif est réalisé. Les seulngbments par rapport au mode analytique
sont le débit et la colonne. Les différents paraesetitilisés sont présentés dans le tableau 10.
Les volumes injectés vont de 100 a 500 ul en medea-préparatif et de 500 a 1000ul en
mode préparatif.
Aprés avoir récupére les fractions, le solvantcesicentré a I'aide d’'un évaporateur rotatif a
45°C. Puis, les échantillons sont lyophilisés dfi&liminer les traces d’eau.

2.5 CARACTERISATION DES MOLECULES PURIFIEES A ACTIVITE A NTIPROLIFERATIVE

2.5.1 Spectrométrie de masse haute résolution

L’'analyse des molécules purifiées en spectromégienasse haute résolution permet
de déterminer le poids moléculaire d’'une molécuigfige. Lorsqu’'une molécule connue est
suspectée, I'analyse en spectrométrie de masse hésolution permet de confirmer sa
présence ou son absence dans I'échantillon.

Les molécules purifiées sont envoyeées sous fornmoddre (préalablement lyophilisées) au
« Centre Régional de Mesures Physiques de I'Oué6RMPO) a Rennes. Elles sont
analysées par un Spectrometre de masse Bruker Micf@ 2 composé de deux
guadrupdles et d'un analyseur orthogonal a temp®sldet, équipé de sources electrospray ou
APCI. Dans le cas de cette étude, la source wgilest I'electrospray (ESI) et le solvant
d’analyse est CHCI,/CHz;OH (90/10).

2.5.2 Spectre d’absorption de la ou des molécules p  urifiées

Une analyse CLHP est réalisée, afin de vérifigpueeté des molécules isolées. Lors
de cette analyse, le spectre d’absorption de |#cnt# est mesuré pour des longueurs d’onde
allant de 190 a 600 nm. Il donne des indicatiorengia la nature de la molécule purifiée.
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2.6 EVALUATION DE L’ACTIVITE CYTOSTATIQUE

Apres avoir purifié une molécule présentant urtevié& antiproliférative intéressante,

la seconde étape est d’évaluer l'activité cytogtegtide cette derniere.

2.6.1 Principe et protocole

Pour mettre en évidence l'activité cytostatiquend molécule pure, des croissances
discontinues des lignées cellulaires d'intérét étd réalisées en présence de la molécule
purifiée. Dans un premier temps les cellules sosemen contact avec la molécule a tester
pendant 72h, puis le milieu contenant la molécsta@mplacé par du milieu de culture neuf.
Apres I'ajout du milieu de culture neuf, la croissa cellulaire est évaluée a 0, 24 et 48h
selon le protocole du test au MTT. Si les cellulgsrennent leur croissance, la molécule est
considérée comme non cytostatique. Dans le casai@tla molécule est considérée comme
cytostatique. Une molécule peut également devetistatique a partir d’'une certaine dose.
Les différentes concentrations cellulaires utilsspeur ce test sont indiquées dans le tableau
11.

NB : le test est valable si les cellules sont easphexponentielle de croissance lors de la
lecture. Pour respecter la loi de Beer-lambertbkarbance mesurée a 550 nm ne doit pas

étre supérieure a 2,5. Le test a été préalablemparamétré pour chacune des lignées.

Tableau 11: Concentration cellulaire utilisée pour évaluer le potentiel cytostatique de
molécules isolées pour les lignées cellulaires MCF- 7 et A549

o ) Nombre de cellules par Concentration cellulaire
Lignée cellulaire

puits (50 pl) (cellules.ml?)
MCF-7 1500 3.16
A549 700 1,4.10

NB : Les concentrations de molécules purifiéesstiet dépendent dessgbbtenues pour
chacune des lignées cellulaires étudiées.
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2.7 [EVALUATION DE L ’ACTIVITE CYTOTOXIQUE

2.7.1 Principe

Afin de mettre en évidence l'activité cytotoxiqd&ne molécule pure, un test de
viabilité peut-étre réalisé. Le pourcentage deutedl mortes dans un échantillon donné est
déterminé a l'aide du bleu trypan qui pénetre sealg dans les cellules mortes. Lors d'un
comptage a la cellule de Mallasez, le pourcentageeflules marquées au bleu trypan par

rapport aux cellules non marquées permet de déterrtda mortalité cellulaire.

2.7.2 Protocole

Etape 1 : Mise en culture des cellules

Les cellules sont mises en culture dans des flasqubouchon filtrant de 25 éna une
concentration cellulaire de 5%@ellules.mf', dans 5 ml de milieu de culture. Les cellules
sont incubées pendant 24h.

Etape 2 : Croissance en présence de la moléculesater
Aprés 24h d’incubation, le milieu de culture ediréeet est remplacé par 5 ml de milieu
contenant la molécule purifiée a la concentratitrdiée. Un témoin est également réalisé.

Les cellules sont incubées pendant 72h.

Etape 3 : Comptage a la cellule de Mallasez et maugge au bleu trypan

Aprés 72h d’'incubation le milieu de culture estréeet les cellules sont récupérées. Ensuite,
les cellules sont mises en contact avec du blgatryen solution dans du PBS (pH 7,4). La
concentration finale en bleu trypan est de 0,2%.cbacentration cellulaire est ensuite

déterminée a la cellule de Mallasez et le pourgentde cellules mortes est déterminé par

comptage des cellules colorées par le bleu trypan.
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2.8 EVALUATION DE L’ACTIVITE APOPTOTIQUE

Une des activités recherchées chez une molécuieancereuse est sa capacité a
provoquer I'apoptose chez la cellule cancéreuss. dl&grations de la membrane cellulaire
ainsi que la fragmentation de I’ADN génomique sdes modifications caractéristiques
survenant lors de I'apoptose. Ces modifications serherchées afin de mettre en évidence le

potentiel pro-apoptotique de la ou des moléculediges a activité antiproliférative.
2.8.1 Altération de la membrane plasmique

2.8.1.1 Principe

Lors des stades précoces de I'apoptose, destatéraapparaissent au niveau de la
membrane cellulaire. Une de ces altérations coecégn phosphatidylsérines (Ps) de la
membrane plasmique. Les Ps sont normalement expakéedté interne de la bicouche
lipidique. A l'initiation de I'apoptose, les Ps ssbent une translocation du c6té interne vers le
coté externe de la membrane plasmique. Les Psesposées vers le milieu extracellulaire,
ce qui permet leur détection. L’Annexine-V, pro&ide liaison aux Ps, €adépendante, est
utilisée pour les détecter.

Les cellules nécrotiques sont également marquéespmexine-V, car lors de la nécrose la
membrane plasmique perd son intégrité. Les Psdummt exposées également a I'’Annexine-
V. L'utilisation d’'un marqueur de 'ADN pénétranedement dans les cellules ayant perdu
leur intégrité membranaire permet de différencies kellules nécrotiques des cellules
apoptotiques. Les cellules apoptotiques sont masyysar I'’Annexine-V et les cellules

nécrotiques sont marquées par I’AnnexineV et pardequeur d’ADN.

2.8.1.2 Protocole

Etape 1 : Mise en culture des cellules

Les cellules sont mises en culture dans des chantbirecubation (sur lame prévue pour la
microscopie) & une concentration cellulaire de “Ldé@lules.mt, dans 1 ml de milieu de

culture. Les cellules sont incubées durant 24h.
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Etape 2 : Croissance en présence de la moléculesater
Apres 24h d’incubation, le milieu de culture ediréeet est remplacé par 1 ml de milieu
contenant la molécule purifiée a la concentratitrdiée. Un témoin est également réalisé.

Les cellules sont incubées pendant 48h.

Etape 3 : Marquage des cellules a I’Annexine-V

Aprés 48h d’'incubation le milieu de culture esirégtles cellules sont rincées avec du tampon
d’'incubation (10Mm Hepes/NaOH, pH 7,4, 140 mM Na@mM CaC}). Ensuite, les
cellules sont mises en contact pendant 15 minut@9°€ avec 1 ml de la solution de

marquage (contenant I’Annexine-V et le marqueurRiNABOBO-1).

Etape 4 : Analyse

La solution de marquage est retirée, les cellubed snsuite rincées avec 1ml de tampon
d’'incubation (10Mm Hepes/NaOH, pH 7,4, 140 mM NaGinM CaCy}).

Les chambres d’incubation sont retirées et la laeseé observée en microscopie a
fluorescence. Le marqueur des Ps est 'Annexine®&l568. L’Alexa 568 est un marqueur
fluorescent qui est excité pour des longueurs doramprises entre 488 et 596 nm et réémet
a des longueurs d'onde proches de 600 nm. Le margdidDN est le BOBO-1. Ce
marqueur d’ADN fluorescent est excité a 462 nméétet a 481 nm. Les cellules nécrotiques
apparaissent avec un double marquage (rouge et alers que les cellules apoptotiques

apparaissent avec un simple marquage (rouge).
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3 RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 RESULTATS DE LA RECHERCHE BIOGUIDEE

3.1.1 Sélection des extraits d'intérét

Tableau 12 : Clsoen pg.ml * des différents extraits testés sur les lignées cell ulaires cancéreuses
utilisées. Avec, Aq: extrait aqueux, EtOH: extrait éthanolique, DCM: extrait

dichlorométhanique

Espéces de microalgues étudiées

Lignée Type ) . ) .
. ) Dunaliella Nannocloropsis Nannocloropsis Polypodochrysis
cellulaire d’extrait ) . o
tertiolecta oculata salina teissieri
Ag > > - >
A549 EtOH > - - -
DCM > - - -
Aq > > - 19,5 pug.mt*
MCF-7 EtOH 61.5 pg.mt* - - -
DCM 56,1 pg.mi* > - -
Aq > > - >
MDA-MB-
EtOH > > - -
231 .
DCM > 72,8 pg.mi - -
Aq > - > -
LNcap EtOH > - > -
DCM 60,9 pug.mi* - > -

- extrait non testé

> | Clso supérieur & 100pg.fhl

extrait sélectionné

extrait sélectionné en attente de purificatiorpdaocipe actif

Le tableau 12 présente lessgCbbtenues pour les extraits sur les différentaséks

cellulaires étudiées. Certains extraits obtenusagmnfaible quantité n’ont pu étre testés.
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L'extrait aqueux dé. teissieriprésente la plus faible &1(19,5 pg.mt sur la lignée MCF-7).
L'extrait Dichlorométhanique d®. tertiolectaprésente des &l respectivement de 52,7 et
60,9 pg.mf pour la lignée MCF-7 et la lignée LNCap. L’extréthanolique d®. tertiolecta
présente une gde 61,5 pg.mt sur la lignée MCF-7. Enfin I'extrait Dichlorométhigue de

N. oculataa une Clo de 72,8 pg.misur la lignée MDA-MB-231.

L'extrait le plus prometteur (extrait aqueux leteissier) n’a pas fait I'objet d’investigations
supplémentaires, en raison de l'indisponibilitdalenicroalgue en assez grande quantité pour
la purification du ou des principes actifs.

L’extrait dichlorométhanique db. tertiolectaprésente une activité antiproliférative sur deux
lignées cellulaires cancéreuses (MCF-7 et LNCap).récherche bioguidée de molécules
anticancéreuses sera réalisée sur cet extraiilgihéd MCF-7 a été préférée a la lignée LNCap
pour la recherche bioguidée. Elle répond mieux t ecdrait et présente un temps de
génération plus rapide.

Un extrait brut est intéressant lorsque les €ont inférieures & 10 pg.ifKornprobst, 2005).
L’extrait brut deD. tertiolectane correspond pas a ce critere. Cependant, uaitegst un
mélange complexe, et le composé actif peut étrenomlécule minoritaire du mélange. De
plus, les résultats doivent étre exprimés en fhohbur se prononcer sur le potentiel

antiprolifératif d'une molécule, le composé actiupant étre de haut poids moléculaire.
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3.1.2 Sélection des fractions d'intérét de l'extrai t dichlorométhanique de

Dunaliella tertiolecta

Il Extrait Dichlorométhanique ll
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. |
E— o l 1 1 “ | | 1 I
- | [1 I | 1 | . il
J ] N | 1|l 1 1 | i [ |
1 | ) , ( “, | .I- | it | M | I'. \I‘. " | | \ )
0,0[]___ _‘:fé\ A i) \_;..-u el . _ ; P _i_ Vo N e
T T T T | T T T T | T T T T | T T T T ‘ T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T
5.00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 45,00
Minutes

Figure 72: Chromatogramme de [I'extrait dichloromét  hanique de Dunaliella tertiolecta , a
435nm, en mode semi-préparatif. F 1, F,, F3 et F, représentant les différentes fractions réalisées
pour cet extrait

La figure 72 présente le chromatogramme a 435almtenu en mode semi-préparatif,
de l'extrait dichlorométhanique dB. tertiolecta. L'extrait a été fractionné selon le plan
apparaissant sur le chromatogramme de la figureCé2plan de fractionnement a été défini
selon les critéres suivants :

- le volume de phase mobile récupéré pour chacesadrdctions doit étre équivalent,
- de nombreux pics minoritaires sont co-élués. Bespge d’'une fraction a une autre est

réalisé pour des temps ou aucune molécule n’estidét

Les quatre fractions obtenues ont ensuite été éealpour leur activité antiproliférative sur la
lignée MCF-7.
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Tableau 13: Clg en pg.ml™ des différentes fractions de I'extrait dichlorométh anique de
Dunaliella tertiolecta testées sur la lignée cellulaire cancéreuse MCF-7. Avec Fn: fraction
d’extrait

Fractions de I'extrait dichlorométhanique de
Fl F2 F3 F4
Dunaliella tertiolecta

Clso
Lignée cellulaire : MCF-7
(ug.mh) 143 > > >

> | : ClsoSupérieure a 100pg.mhl

: Fraction sélectionnée

Le tableau 13 présente les s£1des différentes fractions de [I'extrait
dichlorométhanique db. tertiolectapour la lignée cellulaire MCF-7. Les fractions @té
testées & des concentrations de 100 |1g.50 pg.mif* et 10 pg.mit.

La fraction F présente une §de 14,3 ug.mi. Les Cho des autres fractions sont supérieures
a 100pg.mt.

F1 présente une activité antiproliférative significatsur la lignée MCF-7. Ce résultat indique

gue l'activité de I'extrait pour la lignée MCF-7 tesoncentrée dans cette fraction. La

recherche bioguidée se poursuit sur F
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3.1.3 Sélection des sous-fractions d’'intérét de I'e  xtrait dichlorométhanique de
Dunaliella tertiolecta

: T 1t
2,50 | [ 1
1 I [ 1
] I |1
2000 Fus : I =/—F1'3
] | Fi2 3 Fia
1,50- A
2 I |
] I [ 1
] I [ 1
1,00
T I Iy
] I [ 1
1 I [
0,507 | || I
] . I 1|
i N ) I II Il I II 'I
0,00 x5~ YT
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Figure 73 : Chromatogramme de la fraction F ; de I'extrait dichlorométhanique de Dunaliella
tertiolecta , a 435nm, en mode semi-préparatif. F 11, F1,, F13 et F14 représentant les différentes
sous-fractions réalisées pour cet extrait

NB : Temps (minutes) en abscisses du chromatogramme

La figure 73 présente le chromatogramme a 435afmenu en mode semi-préparatif,
de la fraction F-de I'extrait dichlorométhanique d& tertiolecta.F; a été fractionnée selon le
plan apparaissant sur le chromatogramme de laefig@r Ce plan de fractionnement a été
défini selon les criteres suivants :

- Certains pics (ou molécules) sur le chromatogranpmésentent une bonne résolution ou
séparation. Les pics isolés constituent une fractie qui est le cas pour les sous-fractions
Fizetha

- De nombreux pics minoritaires sont co-élués;FLe passage d’une sous-fraction a une

autre est réalisé pour des temps ou aucune moléasedétectée.

Les quatre sous-fractions obtenues sont évaluées lpor activité antiproliférative sur la
lignée MCF-7.
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Tableau 14 : Cl s en pg.ml ™ des différentes sous-fractions de I'extrait dichlor ométhanique de

Dunaliella tertiolecta testées sur MCF-7. Fn : fraction d’extrait

Sous- fraction de I'extrait Dichlorométhanique de

Fi1 Fi2 Fi3 Fia4

Dunaliella tertiolecta
Lignée cellulaire : MCF-7  Clso(ug.ml™) > 20,5 18,9 11,7
Ecart a la moyenne + /- 272 8,85 0,2

> | Clso Supérieure & 50ug.tl

Fraction sélectionnée

Le tableau 14 présente les s€ldes différentes sous-fractions de [I'extrait
dichlorométhanique dB. tertiolectapour la lignée cellulaire MCF-7. Les sous-fraciamt
été testées a des concentrations de 50 ftg.#40ug.mt, 10 pg.mt et 2 pg.mt. La
concentration de 100 pg.tin‘est plus testée, car la fraction présente une @ de
14,3 pg.mt-

La sous-fraction £; a une Gy de 11,7.. 0,2 pg.mf. Les sous-fractions i et F s,
présentent des Glrespectivement de 20,5 2,2 ug.mt et 18,9,,. 8,85 pg.mt. F.; montre
une Cko supérieure & 50 pg.thl Les sous-fractionsiFs et R4 présentent les meilleures
activités antiprolifératives sur la lignée MCF-7ed_mesures réalisées sur, Bénéficient
d’une meilleure répétabilité (écart & la moyenn®,2 pg.mf). L'étude se poursuit sur cette

sous-fraction Fa.
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3.1.4 Reésultats de la recherche bioguidée

60

50

40 -

30 o

Clg, (ug.m™)

20 A

10

Extrait brut F1 F1.4

Etape de purification

Figure 74 : Cls en pg.ml™ pour I'extrait dichlorométhanique de Dunaliella tertiolecta, de sa
fraction F | et de sa sous-fraction F 1, sur la lignée cellulaire MCF-7

La figure 74 présente les f5len pg.mf pour I'extrait dichlorométhanique de
D. tertiolecta de la fraction Fet de la sous-fraction |, sur la lignée cellulaire MCF-7.
Les Ckp diminuent en fonction des étapes de purificatioa.résultat signifie que l'activité
antiproliférative mesurée dans I'extrait brut depakt n'est pas due a un phénomene de
synergie d’action entre les différentes moléculasnitlange. Un phénomene de synergie

aurait conduit & une augmentation deg @u fur et a mesure des étapes de purification.
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3.2 CARACTERISATION DU PRINCIPE ACTIF DE LA SOUS FRACTIO N F1.4 DE L’EXTRAIT

DICHLOROMETHANIQUE DE DUNALIELLA TERTIOLECTA

3.2.1 Reésultat de la purification

1 & Spectre d’absorption de 300 & 600 nm, pour t=17,326 mi n
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Figure 75 : Chromatogramme de F 14 de I'extrait dichlorométhanique de  Dunaliella tertiolecta a
435 nm, en mode analytique. Pureté et spectre d’abso  rption pour la molécule t=17,326 min

La figure 75 présente le chromatogramme a 435 eta dous-fraction i de I'extrait
dichlorométhanique d®. tertiolecta Le chromatogramme indique que la fractiory Est
constituée de trois molécules, correspondant aicimpjoritaire et a deux pics minoritaires.
La molécule présentant le temps de rétention fdlati to) de 13,963 min est majoritaire et
constitue 94,98% de la sous-fraction. Le spectabsbrption de la molécule majoritaire
présente trois bandes d’absorption maximale ceeguicaractéristique des molécules de la
famille des caroténoides (Jeffrat al, 1997). La sous-fraction kg a été analysée en

spectrométrie de masse haute résolution.
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3.2.2 Caractérisation de la molécule

3.2.2.1 Spectrométrie de masse haute résolution

Tableau 15 : Conditions expérimentales et résultats obtenus pour la sous-fraction F 14 en
spectrométrie de masse haute résolution

Appareil : Spectrométre de
masse Bruker MicrO-Tof-Q 2

Source :ESI Composé principal
Solvant : CH,Cl, /CH;OH :
90/10
Formule brute [M+Na]+ (C40 H56 O4 Na)
Masse Théorique 623.40763
z 1
m/z Théorique 623.40708
m/z Trouvé 623.4068 (0 ppm)

Le tableau 15 présente les conditions expérimestat résultats obtenus, en
spectrométrie de masse haute résolution, pourua-faction k4 La formule brute de la
molécule majoritaire contenue dans la sous-fraagirGoHseO4.

Quatre pigments caroténoides issus de microalguasnes possedent cette formule
brute (Jeffreyet al, 1997):

- la violaxanthine.

- la néoxanthine,

- la prasinoxanthine

- la siphonaxanthine
La RMN (Résonnance Magnétique Nucléaire) n’a paétparealisée en raison de la quantité

de molécule purifiée (<1mg). En absence de cel, autée analyse du spectre d’absorption de

la molécule majoritaire de;lra été réalisée.
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3.2.2.2 Etude du spectre d’absorption du caroténoid e contenu F ;4

L’étude du spectre d’absorption d’'un caroténoidang des indications quant a son
identité. Pour la plupart des caroténoides, leguenrs d’onde maximales d’absorption
correspondent a des bandes d’absorption maximatégsibandes |, Il et lll. Les valeurs de
ces longueurs d'onde maximales sont spécifiguesr phaque xanthophylle dans des
conditions données.
A partir de ces bandes d’absorption, le ratio emrpentage des bandes 11l sur Il (% I11/11) est
calculé. La valeur du ratio est spécifique d’'unnpémt caroténoide dans des conditions
données (Jeffrewt al, 1997). La figure 76 présente un exemple de @atdyse pour le

lycopéne.

Absorbance

350 400 450 500 550
Wavelength (nm)

Figure 76 : Analyse du ratio bande IlI/lIl pourle | ycopéne (Jeffrey etal., 1997)

Les valeurs obtenues pour la molécule majoritagdadsous-fraction i sont comparées a

celles obtenues par Jeffreyal (1997).
NB : le gradient CLHP utilisé dérive de celui ddfdey et al(1997), les temps d’élution sont

modifiés, mais les solvants utilisés sont les méhaesomparaison des ratios bandes % Ill/II

est donc pertinente.

109



Chapitre 2

Tableau 16 : Comparaison des spectres d'absorption et des longueurs d’'onde maximales

d’absorption obtenus expérimentalement pour la sous -fraction F ;4 et les données
bibliographiques de Jeffrey et al (1997), pour la violaxanthine, la néoxanthine, la

prasinoxanthine et la siphonaxanthine

Longueur
d’'onde
maximale
d’absorption
(nm)

Ratio

bande
%

Hi/n

Spectre d’absorption de

Echantillon et pigments caroténoides 300 & 600 nm

417,2
441,5 96
471,9

Données o
expérimentales

| J\ /\ 417
441 93

/' | 471

violaxanthine

Absorbance

413
439 87
468

néoxanthine

Absorbance

Données
bibliographiques
(Jeffrey et al, 1997)

prasinoxanthine
457

350 400 450 S0 550  ed0

siphonaxanthine 446

466

Absorbance

—
400 450 500 550 600
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Les spectres d’absorption et les ratios des baridesur 11 (% 1lI/1l) fournis par la
monographie de Jeffrest al (1997) de la violaxanthine, la néoxanthine, la ip@santhine et

la siphonaxanthine sont présentés dans le tabléaulld sont comparés au spectre
d’absorption et au ratio % I/l de; k&

Le tableau 16 montre que les spectres d’absorptienla prasinoxanthine et de la
siphonaxanthine ont une allure différente de cehtienu pour Fs Les longueurs d’onde
maximales d’absorption sont de 457 nm pour la poasinthine et de 446 et 466 nm pour la
siphonaxanthine. Pour ces deux pigments le % I8kt pas calculable. La violaxanthine et
la néoxanthine ont un spectre qui présente la m@inee que k4 Les longueurs d’onde
maximales d’absorption pour la violaxanthine ehépxanthine sont respectivement de 417,
441, 471 nm et 413, 439, 468 nm. Les % llI/ll sorgpectivement de 93% et de 87%. Les
valeurs des longueurs d’'onde maximales d’absorgtour F 4 sont de 417,2, 441,5 et 471,9
nm et le % llI/1l est de 96%.

Cette comparaison indique que la molécule contelams 4 n’est ni la prasinoxanthine, ni
la siphonaxanthine. Ce résultat est confirmé pardennées bibliographiques. Ces deux
pigments ne sont pas présents chez les microattpulsclasse des Chlorophyceae (Jeféey
al., 1997)

La néoxanthine et la violaxanthine sont retrouvébez D. tertiolecta La comparaison
effectuée entre les données expérimentales etoeséds bibliographiques indique que le
pigment purifié a des longueurs d’onde maximalegbsbrption proches de celles de la
violaxanthine. La méme observation est faite peu?d Ill/1l. Ces correspondances ne sont
pas retrouvées pour la néoxanthine. L’identifiaatipar comparaison entre les valeurs
expérimentales et les données bibliographiquesalome indication quant a l'identité de la
molécule. Un étalon commercial de violaxanthineg d&uthentique et est comparé g par

analyse en CLHP.
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3.2.2.3 Comparaison avec un étalon commercial de vi

Tableau 17 : Comparaison des chromatogrammes a 435

fraction F ;4 de I'extrait dichlorométhanique de
de violaxanthine. Comparaison des spectres d’absorp

d’absorption obtenues expérimentalement pour la sou
commerciale

olaxanthine

nm,en mode analytique, de la sous-

Dunaliella tertiolecta , et d'un étalon commercial

tion et des longueurs d'onde maximales
s-fraction F ;4 et pour la violaxanthine

Données expérimentales : Obtenues selon la méthaatealytique décrite dans le tableau 5

Chromatogrammes a 435 nm de :
La fraction F 4 (noir) - en solution dans I'éthanol absolu
La violaxanthine commerciale (bleue)- p=97,3 %10/@g.I*.En solution dans I'éthanol

absolu - Chromadex.

W

Temps Longueur d'onde Ratio
. de Spectre d’absorption de 300|a guet bande %
Echantillons . . maximale
rétention 600 nm : : i/
. d’absorption (nm)
(min)
417,2
Fia 13,963 [ 441,5 96
\ 4719
Violaxanthine 417,2
Commerciale | 14,047 2 u‘ 441,5 98
= 471,9
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Le tableau 17 est une comparaison entre les asafyid&P effectuées en mode analytique a
435 nm pour E, et pour un étalon commercial de violaxanthine, H3%6, 1,010mg} -
Chromadex. Les deux échantillons sont en solutiansdde I'éthanol absolu. La premiere
partie du tableau est une superposition des chograhmes obtenus. Les temps de
rétentions sont respectivement de 13, 963 minutele 64,047 minutes pour et I'étalon
commercial. Ce résultat indique que les échansliomt la méme polarité.

La seconde partie du tableau est une comparaisosgextres d’absorption, des longueurs
d’onde maximales d’absorption et des % Ill/Il ohtes expérimentalement poug J¢t la
violaxanthine commerciale. Les valeurs des longuelmnde maximales d’absorption pour
F14 sont de 417,2, 4415 et 471,9 nm et le % I/l és8 96%. L'étalon commercial de
violaxanthine a des longueurs d’'onde maximalesstigtion de 417,2, 441,5 et 471,9 nm et
un % lI/Il de 98%.

Ces résultats indiquent que la molécule majoritametenue dans la sous-fractionsfest la
violaxanthine. La figure 77 présente sa structhimimue.

La violaxanthine est un pigment de la classe dest@aoides, de formule brute,@s¢Os4,
avec deux fonctions époxydes et de masse molai@08@88 g.mot. Elle fait partie de la
classe des xanthophylles. Ces derniers découletibxiglation progressive des carotenes
(molécules terpéniques pouvant étre assimiléesandensation de chaines de 20 carbones).
La violaxanthine a un réle protecteur chez les t&@ge Lors de fortes intensités lumineuses,
elle est réduite (dé-époxydée) en zéaxanthine.ce'exd’énergie non utilisée par I'antenne
collectrice est alors éliminé évitant la productas ROS toxiques pour la cellule. Sous une
intensité lumineuse réduite, la zéaxanthine eshaleseau oxydée en violaxanthine (Ruiz,
2005).

Poids moléculaire =600,89 g.mol"
Formule brute =C40H5604

Figure 77 : Formule chimique de la violaxanthine
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3.2.2.4 Clso en mol.l * de la violaxanthine sur la lignée cellulaire MCF-7

La Clso de la violaxanthine sur la lignée cellulaire MCRest de 11,7 + 0,2 pg.tlla
pureté de la molécule purifiée est de 94,98% etasse molaire de 600,88g.MolLa Ckyde
la violaxanthine exprimée en molarité est 18,493.QuM. On parle d’activité antitumorale
lorsque la GJod’'un composeé pur est inférieure ou égale a 5mM rjdbst, 2005).
Les résultats obtenus sont en accord avec I'étwdeenpar Chat al Ils ont montré qu'un
extrait deChlorella ellipsoideaavait une activité antiproliférative sur la lignde cancer du
colon HCT-116 (Gl = 40.31 + 4.43ug.ml%). Le caroténoide majoritaire contenu dans
I'extrait était la violaxanthine. Cependant leunds ne permettait pas de définir que l'activité
antiproliférative était portée par la violaxanthoantrairement aux résultats de notre étude.
A ce jour, il nN'y a pas dautres travaux consacgésl’activité anticancéreuse de la

violaxanthine.

3.2.2.5 Rendement d'extraction de la violaxanthine  a partir de Dunaliella tertiolecta

La quantité de violaxanthine purifiée a partirdd®0mg deD. tertiolectalyophilisée
est de 0,910 mg. Selon les méthodes de purificatidisées, le rendement d'extraction est
donc de 0,06 % (m: m). Les caroténoides représetd a 0,2 % du poids sec des
microalgues (Kadam & Prabhasankar, 2010). Le reedérd'extraction obtenu est donc

satisfaisant, compte tenu des pertes dues a Iécatian.

La démarche bio-guidée a permis d'isoler la vimhRine et de mettre en évidence son
activité antiproliférative. Ce résultat montre qoette méthodologie est particulierement
adaptée pour mettre en évidence des moléculesanoéreuses issues de microalgues
marines.

La seconde partie de I'étude est consacrée a uati@ du potentiel antiprolifératif,

cytostatique, cytotoxique et pro-apoptotique dedéaxanthine issue de.tertiolecta
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3.3 [ETUDE DE L'ACTIVITE ANTIPROLIFERATIVE , CYTOSTATIQUE ET APOPTOTIQUE DE LA

VIOLAXANTHINE SUR LA LIGNEE MCF-7

3.3.1 Etude de I'activité antiproliférative
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Figure 78 : Cinétiques de croissance continue sur ¢ ellules traitées par la sous-fraction F 14 a
différentes concentrations réalisées sur la lignée MCF-7

La figure 78 présente les cinétiques de croissanoéinues de la lignée MCF-7 en
fonction de la concentration en violaxanthine emmid Ces résultats montrent une inhibition
de la croissance cellulaire par rapport au témématth de croissance pour une concentration
de 0,95 ug.mt A partir de 48h de croissance une inhibition derlzsissance est mesurable
pour une dose en violaxanthide 0,09 pg.mt. L’effet antiprolifératif de la violaxanthine
augmente en fonction de la concentration en vialtnae.

Pour une concentration de 37,99 pg‘meéntre 48 et 72h, il n'y a pas de prolifération
cellulaire. Ce résultat indigue que la violaxan¢him un effet cytostatique a cette
concentration.

Afin de compléter cette étude et de confirmer iNdtét cytostatique de la violaxanthine, une

étude en croissance discontinue est réalisée.
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3.3.2 Etude de l'activité cytostatique de la violax  anthine
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Figure 79 : Cinétiques de croissance discontinues s ur cellules traitées par la Violaxanthine a
différentes concentrations réalisées sur la lignée MCF-7

La figure 79 présente la cinétique de croissariseodtinue de la lignée cellulaire
MCF-7 en fonction de la concentration en violaxargten pg.mt et pour des concentrations
comprises entre 2,37 et 37,99 pg-mAprés 72h d'incubation, la croissance des cellekt
inhibée pour toutes les concentrations de manigse-dépendante.

Pour toutes les concentrations en violaxanthingéss les cellules proliferent de nouveau

lorsque le milieu de culture contenant la violakam est remplacé par du milieu de culture

neuf. Néanmoins, pour une concentration de 37,98lgla reprise de la croissance est trés
lente, ce qui confirme I'effet cytostatique a padié cette concentration.

La violaxanthine a un effet antiprolifératif et ogtatique. Cependant ce résultat montre que
I'effet cytostatique est réversible, dans la mesireen absence de violaxanthine les cellules
proliferent de nouveau.

Afin de déterminer si la violaxanthine est cytotpyé, un test de viabilité cellulaire a été

réalisé en présence de cette derniére.
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3.3.3 Etude de l'activité cytotoxique de la violaxa  nthine

Tableau 18 : Mortalité des cellules de la lignée MC F-7 en fonction de la concentration en
violaxanthine aprés 72h d’incubation

Concentration en
_ _ . % de cellules mortes
violaxanthine pg.mfl

0 4
7,60 33
37,99 44

Le tableau 18 présente la mortalité des celluetadignée MCF-7 en présence de la
violaxanthine aprés 72h d’'incubation. En absencei@axanthine, la mortalité est de 4%, de
33% avec 7,60 pg.mlet de 44% avec 37,99 pg:iLa violaxanthine est donc cytotoxique.
Afin d'identifier le type de cytotoxicité induiteapla violaxanthine, un marquage des Ps de la
membrane plasmique et de I'ADN des cellules esisé&e marquage permettra de définir si

la violaxanthine provoque la nécrose ou l'apoptiesecellules de la lignée MCF-7.
3.3.4 Etude de l'activité apoptotique de la Violaxa nthine

3.3.4.1 Marquage a I'Annexine-V des phosphatidylsér ines de la membrane plasmique

La figure 80 correspond aux observations réalis@esiicroscopie a fluorescence des
cellules de lignée MCF-7 marquées par le marquéAaDNd BOBO-1 (vert) et par
I’Annexine-V-Alexa 568 (rouge) apreés 48h d'incubatien présence de la violaxanthine, a
une concentration de 0 pg:mtémoin) (figure 63A et A') et de 7,60 pg-hifigure 63 B et
B"). Les cellules colorées uniquement en vert epoadent aux cellules mortes qui lors du
marquage ont perdu totalement leur intégrité mengire. Les cellules colorées en rouge et
marquées d'une fleche rouge sont les cellules emnte@ apoptose. Les cellules rouges et
vertes sont les cellules nécrotiques, elles satigues par une fleche brune. En absence de
violaxanthine, la proportion de cellules apopto#igiiparmi les cellules mortes est comprise
entre 0 et 6%. En présence de 7,60 u§.oe violaxanthine, la proportion de cellules
apoptotiques est comprise entre 5 et 23% et lagptiop de cellules nécrotiques est comprise
entre 5 et 15%. Ces résultats indiquent que laaxa@ithine est cytotoxique pour une
concentration de 7,60 ug.thkt présente une activité pro-nécrotique et prqptgtimue sur
les cellules MCF-7.
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Figure 80 : Observation microscopique en fluorescen ce (x200) de cellules de lignée MCF-7
marquées par le marqueur d'ADN BOBO-1 (vert) et par  I'’Annexine-V-Alexa 568 (rouge) apres
48h d'incubation en présence de 0 pg.ml '1(A et A’) et de 8 pg.mi t (B et B’) de violaxanthine. Les
fleches rouges indiquent les cellules entrées en ap optose, les fleches brunes indiquent les
cellules entrées en nécrose

La marque définitive de I'apoptose est la fragragah de ’ADN génomique résultant
de I'activation par les caspases d’'une endonucléaSeet M¢**-dépendante. Elle fragmente
'ADN entre les unités nucléosomales ce qui gérdge fragments d’ADN d’une taille
caractéristique de 180 pb. Ces fragments d’ADN petnétre révélés a l'aide d'une
électrophorése sur gel d’agarose.

Cette expérimentation est actuellement en courgalesation.

118



Chapitre 2

3.3.5 Discussion concernant l'activité antiprolifér ative et cytotoxique de la

violaxanthine

3.3.5.1 Les caroténoides : molécules anticancéreuse s

Une consommation importante de fruits et [égundses en caroténoides est associée
a une baisse de lincidence des cancers @Ewl, 2007). Si les caroténoides ne sont pas
utilisés comme agents thérapeutiques, leur réles tprévention des cancers est largement
documenté. La figure 81 représente la structummicjuie dup,p-carotene, de la lutéine, de la

zéaxanthine, du lycopéne, de I'astaxanthine eadahthaxanthine.

\OH

Figure 81 : Structure chimique de différents carotén oides : B,B-carotene (A), lutéine (B),
zéaxanthine (C), lycopéne (D), astaxanthine (E), can thaxanthine (F)
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Le B,p-carotene, B,a-carotene, la lutéine, la zéxanthine, le lycopertee, -
cryptoxanthine, I'astaxhanthine (Nishiebal, 2009; Nishincet al, 2000) sont des molécules
qui préviennent la formation des cancéesl’'alimentation. LeB,p-caroténe (Cuet al, 2007),
le lycopéne, la néoxanthine, la lutéine, la camthiae,(Kotake-Naraet al, 2005), et la
fucoxanthine ont montré une activité antiprolifératet apoptotique sur différentes lignées

cellulaires cancéreuses.

La fucoxanthine est le caroténoide qui a été ls ptudié pour son activité antiproliférative.
Elle montre des activités antiprolifératives sur:

- Lalignée de cancer hépatique HepG2 (Biaal, 2008)
Elle montre une activité antiproliférative et apmjgjue sur :

- les lignées cancéreuses du poumon A549 et NSClMIs6equet al, 2006b),

- lalignée de cancer de la prostate PC-3 (KotakexBiaal, 2005),

- des cancers hépatiques (asl, 2008),

- lalignée de cancer du colon Caco-2 (Hosoketa, 2004),

- lalignée de cancer du colon WiDr (Deisal, 2005),

- lalignée HL-60 (leucémie) (Hosokawaal, 1999; Nakazawat al, 2009).

La fucoxanthine est d'autant plus intéressanter ges traitements anticancéreux
gu’elle ne présente pas de toxicité chez les so{Beppu et al, 2009). De plus, le
fucoxanthinol issu d’'une ascidie, est égalemenbwee dans le corps apres ingestion de
fucoxanthine (Beppet al, 2009) présente une activité antiproliférativagbptotique sur des
lignées de cancer du sein, du colon et sur degteies (Mayer & Gustafson, 2006).

La néoxanthine a également montré une activitrniifiérative et apoptotique sur la lignée
PC-3 de cancer de la prostate (Kotake-Nsral, 2005).

Ces deux caroténoides sont 5,6-monoépoxydés eédgmusune liaison de type allénique
(Cf. figure 82). (Chaet al, 2008; Kotake-Narat al, 2005). Cette caractéristique structurale
est suspectée d’'étre a l'origine de leur activ@g figure 59) (Nakazawat al, 2009).
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OCOCH;

Figure 82: Structure chimique de la fucoxanthine (A ), de la néoxanthine (B) et de la
violaxanthine (C)

Nakazaweet al (2009) se sont intéressés a I'effet antiproliiéi@e plusieurs isomeéres de la
fucoxanthine sur différentes lignées de cellulexéseuses (Leucémie : HL60 ; colon : Caco-
2 ; prostate : PC-3, LNCap), afin d’en évaluerfefantiprolifératif et apoptotique. Cette
étude montre que les isoméres 13’-cis sont les guitis sur les lignées HL60 et Caco-2. Il
faut préciser que ce sont les isomeéres trans aqipgmcipalement extraits des algues brunes.
Cette étude met en évidence lI'importance de l@&gbtfimie dans I'action des caroténoides
sur les cellules cancéreuses.

La violaxanthine est doublement époxydée (Cf. #g82), mais ne possede pas de liaison de
type allénique. La présence des fonctions époxyumarait expliquer l'activité de la

violaxanthine sur la lignée cellulaire MCF-7.

L'ensemble de ces études montre que les caroténoédeen particulier les caroténoides
époxydés, sont des molécules d'intérét dans l@germrants du cancer. Différentes études ont
été consacrées a l'action de ces molécules sureliffes lignées cellulaires cancéreuses et a

I'identification de leurs cibles moléculaires.
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3.3.5.2 Les cibles moléculaires des caroténoides

Les cibles moléculaires de la fucoxanthine

La fucoxanthine induit I'apoptose sur les cellulesnaines du cancer de la prostate
PC3 (Kotake-Nareet al, 2005), les cellules de cancer du colon Caco-Z¢Kawaet al,
2004) et sur la lignée HL-60 (Nakazaetaal, 2009), en diminuant I'expression des protéines
anti-apoptotiques de la famille Bcl-2.
Il a également été démontré que la fucoxanthindéla prolifération des cellules de cancer
hépatique HepG2, d’adénocarcinome Widr et de catheda prostate (DUI45), en induisant
I'arrét du cycle cellulaire en phase.G
Pour les cellules HepG2, cet effet antiproliféragi§t couplé a une baisse du niveau
d’expression des cyclines D ce qui provoque l'adtétycle cellulaire (Dast al, 2008).
Chez les cellules d’adénocarcinome WiDr, leffettipnolifératif se traduit par une
augmentation du niveau d’expression de BY1“inhibitrice de CdK (Dast al, 2005).
Enfin, sur les cellules du cancer de la prostatgidb), il a été mis en évidence que la
fucoxanthine provoque l'arrét du cycle cellulaire @& via l'inhibition de I'expression du
gene p38 MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinaseqt@ni & Nishino, 2009).
Par ailleurs, il a été montré que des hauts nivealilaires de ROS déclenchaient 'apoptose
et la nécrose (Kotamrajet al, 2004) et que des molécules anticancéreuses &aienis
I'apoptosevia cette voie. A partir de ces travaux, Kiet al (2010) se sont intéressés a
I'impact de la fucoxanthine sur lI'induction de I@posevia une augmentation du niveau des
ROS intracellulaires. Pour la lignée HL-60 (leucémils ont montré que la fucoxanthine
induisait une augmentation du niveau de ROS intirdages. Cette augmentation conduit a
I'activation de l'apoptose par diminution du nivealexpression de Bclix entrainant
I'activation des caspases -3 et -7. Le mécanisraetioh sur les cellules HL-60 proposé par

Kim et alest présenté sur la figure 83.
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Génération de ROS
Bcel-xL
Caspase-3, 7

PARP

CCmp Cwp = 2

Apoptose

Figure 83 : Mécanisme d’action proposé par Kim et al, pour l'induction de I'apoptose par la
fucoxanthine sur la lignée HL-60. La fleche pointée vers le bas correspond a une diminution du
niveau d'expression de la protéine Bcl-x . Les fleches pointées vers le haut correspondent &
une augmentation du niveau intracellulaire de ROS ou a 'augmentation du niveau d’expression
des protéines concernées (Kim et al., 2010)

Les cibles moléculaires du  B,B-caroténe

De fortes concentrations @e3-carotene montrent des activités apoptotiques a&ssoc
a la génération de ROS des cellules d’adénocar@ndmcolon WiDr et la lignée HL-60
(leucémie). Sur les cellules WiDr de cancer du rple §,p-caroténe augmente le niveau
intracellulaire de ROS, qui inhibe les protéines-gpoptotiques de la famille Bcl-2 (Palozza
et al, 2001).
Cui et al se sont intéressés au potentiel apoptotiqug ftaarotene sur les cellules de cancer
du sein MCF-7. lls ont étudié I'effet dqup-caroténe sur le niveau de ROS intracellulaire et
sur le niveau d’expression de la protéine PRAReroxisome proliferator-activated receptor-
gamma) impliguée dans le développement et la difiéation des cellules. PPARest
exprimé dans de nombreux cancers, il est suspext@ubr un role important dans la

carcinogénese.
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Au terme de cette étude, ils ont montré qup flecarotene induit I'apoptose chez les cellules
MCF-7. Ce phénoméne est couplé a une augmentatiorivdau de ROS intracellulaire. Le
B,B-caroténe induit une augmentation du niveau d’'esgiom de la protéine PPAR-Cette
étude a également montré que fi-caroténe provoquait une augmentation du niveau
d’expression de la protéine P#LYCIP1, conduisant au blocage du cycle cellulairéGen
Dans cette étude, il est suggéré que l'augmentatiomiveau d’expression du récepteur

PPARy est & l'origine de 'augmentation du taux d’exjsien de protéine P24/CPL

Les cibles moléculaires de la néoxanthine

Kotaké-naraet al (2005) ont montré que la Néoxanthine déclenchatoptosevia
une diminution du niveau d’expression de Bcl-2 etclivage de la pro-caspase-3, chez les

cellules PC-3 de cancer de la prostate.

Les cibles moléculaires suspectées de la violaxanth ine

Les travaux cités précédemment montrent que legéreides ont une action sur les
protéines de la famille Bcl-2 anti-apoptotiques. m@nbreuses protéines impliqguées dans la
régulation du cycle cellulaire sont modulées pdutaxanthine.

Le niveau de ROS intracellulaire semble étre uncatdur important. Dans I'étude de Kim
et al il a été montré que la ou la fucoxanthine ne mainpas de potentiel antiprolifératif, le
niveau de ROS n’était pas augmenté. L’augmentationiveau de ROS intracellulaire couplé
au phénomeéne d’apoptose a également été souligteélginée cellulaire MCF-7 en présence
dep,p-carotene (Cuet al, 2007).

Une étude sur les cibles moléculaires de la vigltiae devra donc s'intéresser en priorité a

ces différentes pistes.
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4 POURSUITE DE L'ETUDE ET PERSPECTIVES

4.1 EXTRAIT AQUEUX DE POLYPODOCHRYSIS TEISSIERI

L’extrait aqueux dé>olypodochrysis teissiepirésente une gjde 19,5 pg.mt sur la
lignée MCF-7. Cette G} est la plus faible mesurée pour un extrait brutsdzette étude. La

démarche bioguidée adoptée préecédemment doit Egakement sur cet extrait.

4.2 ACTIVITES ET CIBLES DE LA VIOLAXANTHINE

La violaxanthine a montré une activité antiprobfiéve sur la lignée de cancer du sein
MCF-7. L’étude des cibles moléculaires de la vialathine sur la lignée cellulaire MCF-7 est
donc une des premiéres pistes de travail. Il eatleégent important d’évaluer I'activité de

cette molécule sur d’autres lignées cellulaireséeguses.

4.3 ACTIVITE ANTIPROLIFERATIVE DES AUTRES CAROTENOIDES

De nombreuses études sont consacrées a la fubmewet & son implication dans les
mécanismes d’induction de I'apoptose chez les leslleancéreuses. Quelques études sont
consacrées aux autres caroténoides. Un aspecttanpaeerait donc d’étudier le potentiel
antiprolifératif et apoptotique d’autres carotémsidsur différentes lignées cellulaires
cancereuses.

Par exemple, la diadinoxanthine (mono-époxyde) inpgle dans le cycle des xanthophylles
chez certains hétérokontes, est une molécule qurgitse révéler intéressante. La structure

de la diadinoxanthine est présentée sur la figdre 8

Figure 84 : Structure chimique de la diadinoxanthine
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5 CONCLUSION

Le travail mené sur l'extraction, la purificationt éa caractérisation de molécules

antiprolifératives a partir de microalgues mariaggermis de mettre en évidence que :

Parmi douze extraits provenant de quatre especemid®algues marines, deux
présentent des activités intéressantes sur ligtedlesaires cancéreuses. L'un des deux
extraits a fait I'objet d’une recherche bioguidae mtincipe actif. Ces bons résultats
montrent la potentialité des microalgues marinesirp@a mise en évidence de
nouvelles molécules anticancéreuses.

La violaxanthine a été isolée et identifiee. Suligaée de cancer du sein MCF-7, sa
Clsp est de 11,7 + 0,2 pg.i18,5 * 0,3 pM). Elle posséde une activité
antiproliférative.

La violaxanthine montre une activité cytostatiqéeersible sur la lignée MCF-7 a
partir 74 pM (38 pg.n)

La violaxanthine est cytotoxique pour les cellidaacéreuses de la lignée MCF-7.

La violaxanthine induit I'apoptose et la nécroseladignée MCF-7

Les méthodes d’extraction de molécules organiqoes sfficaces et le rendement
d’extraction obtenu aprés purification de la vi@athine est de 0,06%. Compte tenu
de la teneur en caroténoides chez les microalguasnes, ce rendement est
satisfaisant.

La CLHP est une technique valable pour analysprdél de composition moléculaire
des extraits et purifier des molécules d’intérén frotocole global d’extraction et
d’analyse des molécules extraites a été dévelapyadidé.

Ce travail a mené a la rédaction d’un article guagprochainement soumis et intitulé :
« Bioguided fractionation of Dunaliella tertiolecta extracts: Isolation and
identification of violaxanthin as a potent antipiedative and apoptosis inducer on

human breast cancer cell lines »
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CHAPITRE 3

DEVELOPPEMENTS METHODOLOGIQUES CONCERNANT
L'EXTRACTION, L'ANALYSE ET LA PURIFICATION DES

PIGMENTS ISSUS DE MICROALGUES MARINES
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SECTION 1 : CONTEXTE ET DEMARCHE

Dans le chapitre 2, nous avons vu que la violaxaeatprésente une activité antiproliférative
et un potentiel pro-apoptotique sur la lignée deceadu sein MCF-7.
De nombreuses autres études ont montré le potamitiglrolifératif et pro-apoptotique de la
fucoxanthine, de la néoxanthine, et @p-carotenesur différentes lignées cellulaires
cancéreuses, ainsi que les propriétés antioxyddetesaroténoides.
Les pigments et en particulier les caroténoides des molécules a fort potentiel pour le
secteur de la santé.
Les microalgues marines possedent des pigment&naides qui ne sont pas retrouvés chez
les végétaux terrestres. Par exemple, la diatoan#t la diadinoxanthine impliquées dans le
cycle des xanthophylles chez certains ochrophytesant pas présentes chez les plantes
supérieures.
La plupart des pigments caroténoides issus desoafigres marines sont disponibles
commercialement. Cependant, ils sont vendus soumefoliquide et a de faibles
concentrations. Par exemple, la violaxanthine coroiale utilisée dans le chapitre 2 est en
solution dans 2,5 ml d’éthanol absolu pour une eotration de 1,010 mg-l Ce format est
difficilement compatible avec la réalisation d’ébgdbiologiques sur lignées cellulaires
cancereuses.
L'amélioration des rendements d’extraction et deifigation des pigments issus de
microalgues marines constitue un point importantrpbétude des différents pigments
caroténoides a activité anticancéereuse.
Ce chapitre présente une partie des travaux qupemhis le développement des méthodes
d’extraction, d’analyse et de purification des pénts utilisées dans le chapitre 2. Il se divise
en deux grands axes qui sont :

- Les développements des méthodes d’analyse et décgtion des pigments de

microalgues par CLHP.

- L’étude de différents procédés d’extraction de mgia de microalgues marines.
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Pour ces deux axes, certaines des conditions exgdiales sont communes :
- les especes de microalgues utilisées,
- les conditions de culture des microalgues marines,

- les solvants d’extraction utilisés.

Ces aspects seront traités dans cette sectionapitreh3. Le développement des méthodes
d’analyse et de purification des pigments microaigaera abordé dans la section 2. Enfin,
I'étude consacrée aux différents procédés d'etitnacie pigments de microalgues marines
sera développée dans la section 3.

1 SELECTION DES MICROALGUES MARINES

Les microalgues sélectionnées doivent permettre :
- le développement de la méthode d’analyse de piggment
- le développement des méthodes d’extraction de pitgne

Les microalgues possédent souvent une structuighpéique qui peut étre située sur
ou sous la membrane plasmique, ou les deux. Cestugtes varient selon les groupes de
microalgues marines (de Reviers, 2002). Par exemlpleparoi des cyanobactéries est
constituée de peptidoglycane contenant des lipépes. Les glaucophytes sont nues ou
pourvues d’'une couche externe cellulosique ou nas algues rouges ont une paroi
composée d'une partie rigide consituée de cellylosgnnanes ou xylanes et d’'une partie
mucilagineuse formée le plus souvent de galact®@tesz les algues vertes, la cellulose est le
polymére le plus fréquemment retrouvé. Les euglBypofes sont pourvues d’'une paroi
caractéristique appelée cuticule, constituée deaéimes fibrillaires soutenues par des
microtubules et situées sous la membrane plasmige®.Prymnesiophyceae sont le plus
souvent couvertes d’'une ou plusieurs épaisseursitlEs organiques constituées de deux
couches de microfibrilles. Les diatomées sont peeswd’'une structure périphérique siliceuse
bivalve appelée frustule. A la périphérie de lduteldes dinophytes se situe une couche
superficielle de vésicules polygonales aplaties gontiennent souvent des plaques
cellulosiques qui constituent « I'armure » (de Res;j 2002).

Les deux modeles sélectionnés doivent présentersuestures péri-cellulaires de nature

différentes et doivent étre représentatifs de éenbranchement, classe ou famille.
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L'objectif du développement de la méthode d’analgsede permettre la quantification des
différents pigments de maniere efficace et rapidess deux modéles d’étude sélectionnés,
doivent présenter une composition pigmentaire spriative de I'ensemble de ces différentes
familles de pigments. lls doivent néanmoins présedes profils pigmentaires différents. Par
ailleurs, les modeles sélectionnés doivent étrévalblles en photobioréacteur.

Cylindrotheca closteriunet Dunaliella tertiolectaont été choisies comme modele sur
la base de ces différents critéres.
Cylindrotheca closteriumappartient a la classe des Bacillariophyceae dutiée) (lignée
brune), qui est la classe la plus représentéelu gbondante et la mieux connue parmi le
phytoplancton (Jeffrewt al, 1997). Les diatomées sont caractérisées paregepce d’'une
frustule, constituée de silice entourant la celllla frustule est composée d’'un manteau
organique externe et d’'une paroi interne complexmée de silice hydratée et polymérisée.
Les cellules deCylindrotheca closteriunsont isolées. La partie centrale est fusiforme ou
cylindrigue. Les deux extrémités sont minces, ésty et parfois arrondies. D’'un bout a
'autre de ses extrémités, la cellule mesure dea 4D pum (Abramsoret al, 2009). Une
observation microscopiqude C. closteriumest présentée sur la figure 41. Les pigments

majoritairement retrouvés sont la fucoxanthineaathlorophyliea.

Figure 85 : Observation microscopique de  Cylindrotheca closterium *

Dunaliella tertiolectaappartient a la classe des Chlorophyceae (ligréte)v Les
especes appartenant au geldmaliella présentent une petite cellule (<20pum) dépourvue de
frustule, couverte de cellulose, de xylanes, denmaaes et/ou de glycoprotéines, avec deux
flagelles de taille identique insérés a I'apexaledllule. La chlorophyll@, la chlorophylleb

et lep,p-caroténe sont les principaux pigments (Jeféegl, 1997).

! photographie d€ylindrotheca closteriumwww.dnr.state.md.us
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2 CONDITIONS DE CULTURE DES MICROALGUES MARINES

Les conditions de culture des différentes microedy utilisées dans I'étude sont
présentées dans le tableau 19. La culture des afjcres est réalisée a I'lFREMER de
Nantes, au laboratoire PBA.

La matrice utilisée pour les deux especes est ltEamer, filtrée sur 0,2um puis stérilisée.
Elles sont cultivées dans du milieu de Conway (WdlA70).D. tertiolectaest cultivée dans

un volume de 10 L & 20°C sous une irradiation l@uge de 180 pmol:fis*, en mode batch,

et sans régulation de pB. closteriumest cultivée dans un volume de 2,2 L a 21°C, so@es
irradiation lumineuse de 120 umol’s® & pH 7,6 Pour les deux cultures, il n'y a pas de
photopériode. Aprés culture, les microalgues sécupérées. Le milieu de culture est éliminé
par centrifugation douce. Pobx tertiolectala centrifugation est réalisée a 4000g, pendant 20
minutes a 10°C et pout. closterium la centrifugation est réalisée a 3500g pendant 15
minutes a 4°C. Les microalgues sont ensuite coagede-20°C et envoyées au laboratoire
LIENSs de I'Université de La Rochelle.

Tableau 19 : Conditions de culture de  Cylindrotheca closterium

Espece Cylindrotheca closterium Dunaliella tertiolecta
Souche AC170 (Algo-banque, France) CCMP 364
Axénie de la souche Non
Type de culture Batch
Volume de culture 2,21 101
Matrice Eau de mer (salinité 35.1) §téri|isée sur 0.2ums pui
autoclavee
Milieu milieu de Conway (Walne 1970)
Photopériode aucune (lumiére continue)

Irradiance 120 pmol.nf.s? 180 pmol.rf.s*
Température 21°C 20°C
Régulation pH 7,6 Non

Méthode de concentration centrlfugatl%m é?SOOg, 15 mn, centrlfurgﬁflcl)g o(é;)OOg, 20

A leur réception, les microalgues sont lyophilis@esine température de -55°C et a une
pression inférieure a 1 hPa. Le lyophilisateuriséilest équipé d'un condenseur HetoLyoPro

3000 et d’'un piege a glace Heto Cooling Trap (TteHtectron Corporation, France).
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3 SELECTION DU SOLVANT D'EXTRACTION

Pour le développement des méthodes d’analyse qimspour I'étude des différents

procédés d’extraction, I'acétone pure a été chaisie

La plupart des pigments photosynthétiques sontbedudans ce solvant ; des plus
apolaires (caroténes) au plus polaires (phéopiggneinkanthophylles). Un mélange
acétone/eau (90/10) est recommandé pour I'anals@idments issus de microalgues
marines (Jeffrewet al, 1997; Parsonet al, 1984, Strickland & Parsons, 1972).
L’'acétone limite l'activité des chlorophyllases gesont des enzymes liées aux
thylacoides et qui sont responsables de la dégoad#ts chlorophylles. L’activité des
chlorophyllases augmente avec la présence d’efftefdet al, 1997). Il est conseillé
d’utiliser de l'acétone pure pour limiter leur aitie. Cette enzyme est connue pour
étre présente chez les diatomées et chez les rguoesamarines appartenant a la

classe des Chlorophyceae (Jeffrey & Hallegrae®,7).9

132



Chapitre 3

SECTION 2 : DEVELOPPEMENT DES METHODES D’ANALYSE ET DE PURIFICATION

DES PIGMENTS DE MICROALGUES MARINES

1 LES METHODES D'ANALYSE DE PIGMENTS DE MICROALGUES MARINES

Des méthodes pour l'analyse des pigments de ndigrea marines ont déja été
développées pour I'écologie marine. Par exemplelokage de la chlorophyle dans un
echantillon d’eau de mer permet d’estimer la cotreéion en phytoplancton (Aminot &
Kérouel, 2004).

Le dosage des pigments phytoplanctoniques repose lsurs caractéristiques
spectroscopiques : absorption de lumiere (speattoptetrie) ou fluorescence. La mesure
spectroscopique sur I'extrait peut étre réalisée @ des méthodes traditionnelles, c'est-a-
dire non séparatives (dosages spectrophotométjiquesbien en utilisant des méthodes
séparatives comme la chromatographie et notamrae@®L.HP (Aminot & Kérouel, 2004;
Jeffrey, 1981, Jeffrewgt al, 1997).
La monographie de Jeffrest al (1997) constitue I'ouvrage de référence pour Igse des
pigments de microalgues marines par CLHP et cetthnique présente l'avantage d’étre
facilement adaptable pour la purification de molésul’intérét.
En CLHP, la séparation des différentes molécules ahélange est basée sur la polarité
propre de chaque molécule. Les pigments préseniemtpolarités différentes selon leur
nature. Les chlorophylles possedent une chaineylghytour leur fixation a la membrane
thylacoidale. Cette caractéristique leur conféere canactére hydrophobe. Les caroténes,
molécules terpénigues pouvant étre assimiléescaridensation de chaines de 20 carbones,
sont également hydrophobes. Les xanthophylles égowlent de I'oxydation progressive des
carotenes sont des molécules qui présentent uotesgamphiphile. Cette caractéristique est
également retrouvée chez les pigments de type pbéade qui sont des chlorophylles
dépourvues de chaine phytyle et d'atome de magnésiu
Le but de la standardisation de la méthode d’apalles pigments est de pouvoir séparer sur
un méme chromatogramme la plupart des pigments @sunicroalgues marines pour :

- permettre un dosage des pigments pour toutespeses de microalgues

- permettre de purifier les pigments de microalguess,utilisant la CLHP en mode

préparatif.

Par conséquent, une partie du travail présenté danbapitre décrit le développement d’'une

méthode d’analyse et de purification efficace dgmpnts extraits de microalgues par CLHP.
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2 MATERIEL ET METHODES

2.1 EXTRACTION DES PIGMENTS DE MICROALGUES MARINES

Les molécules présentes dans les microalgues egtraites par macération
directement dans le solvant. Les microalgues msrsmait mises en contact avec le solvant
selon le ratio 50 mg de biomasse lyophilisée p&umBd’'acétone. L'extraction est réalisée a
20°C, pendant 30 min, sous agitation magnétiqukgkicurité et sous atmosphere inerte
d’argon, afin de préserver les pigments photosyiuhés de la photo-oxydation. Aprées
extraction, I'extrait obtenu est séparé des mignaes par filtration sur une membrane PVDF,

0,22 um. Le filtrat obtenu est ensuite analyseGiatiP.
2.2 METHODE D’ANALYSE

2.2.1 Matériels

Les extraits sont analysés par CLHP équipée dporape (Waters, W600), d'un
injecteur (Waters, W717) et d’'un détecteur PDA (¥vat W486). La CLHP est utilisée en
phase inverse, avec une colonne analytique Phemxriama Gs (2) (250 mm x 4,6mm,
10 um). Le PDA permet de détecter les moléculesrbbsat pour des longueurs d'onde
comprises entre 190 et 600 nm. La longueur d’ormbés@ pour I'ensemble des analyses est
435 nm. Elle permet de détecter I'ensemble des @idgsn solubles dans les solvants
organiques: chlorophylles, caroténes et phéopigenéheffrey et al, 1997). Le volume
d’injection est de 50pl.

2.2.2 Gradient HPLC

Les tableaux 20 et 21 présentent les deux gradietiisés dans I'étude pour la
standardisation des méthodes d’analyse. Pour aesgtadients, la phase mobile a un débit
de 1ml.min'. Les différents solvants d'élution sont le métHamu (80/20) (a),
I'acétonitrile/eau (90/10) (b) et I'acétate d’éthy(c). Le tableau 20 représente le premier
gradient utilisé dérivé de la méthode préconisédgtireyet al
Le gradient A a fait I'objet d’'une optimisation afd’améliorer la séparation des différents
pigments présents dans les extraits. Le gradierésBlte de ce travail (Cf. tableau 21). Il
s’agit du gradient utilisé dans le chapitre 2 pdanalyse des différents extraits de

microalgues.
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Tableau 20 : Gradient et solvant utilisés en CLHP an

alytique = Gradient A

Temps (min) Débit (ml/min) %a %b %cC

0 1 100 0 0
4 1 100 0
18 1 20 80
21 1 100
24 1 100 0
29 1 100 0

Avec a : méthanol/eau (80/20)

Avec b : acétonitrile/eau (90/10)

Avec c : acétate d'éthyle

Colonne mode analytique : Phenomenex Lupd2} (250 mm x 4,6 mm, 10 pm)

Tableau 21 : Gradient et solvant utilisés en CLHP an  alytique = Gradient B

Temps (min) Débit (ml/min) %a %b %cC

0 1 100 0 0
3 1 0 100 0
35 1 0 30 70
38 1 0 0 100
41 1 0 0 100
43 1 0 100
45 1 100 0
47 1 100 0

Avec a : méthanol/eau (80/20)

Avec b : acétonitrile/eau (90/10)

Avec c : acétate d'éthyle

Colonne mode analytique : Phenomenex Lugd2} (250 mm x 4,6 mm, 10 um)
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2.3 EVALUATION DE L 'EFFICACITE DE LA METHODE D 'ANALYSE

L'efficacité de la méthode est déterminée par d&cud de la résolution entre les
différents pics du chromatogramme. Plus la résmutiRs) est grande, meilleure est la
séparation entre deux pics. Ainsi pour deux compamhduisant a des pics de temps de
rétention voisin, la séparation est pratiquemembpiéte quand Rest égale a 1. Pour des
valeurs de Rinférieures a 1, les pics se chevauchent et pgunfBrieur a 0,8 la séparation
est généralement insuffisante (Rossetal, 1991). L’'équation 2 permet de calculer la
résolution des pics du chromatogramme.

2
k:trt_to a:iﬂ__to N:lGx( L ] RSZEX(G_]-JX[ . ]x(Nz)}/2
0

, a 1+Kk,

tan

-k, facteur de rétention,

- o, facteur de séparation,

- N, nombre de plateaux théoriques,
- Rg, résolution,

- 1o, front du solvant en minute,

-t temps de rétention du composé en minute.

NB : I'indice , correspond a I'espéce la plus retenue.

Equation 2 : Calcul de la résolution entre les diff  érents pics d’'un chromatogramme
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2.4 PASSAGE DE LA METHODE D 'ANALYSE A LA METHODE DE PURIFICATION

La méthode de purification des pigments dérive laleméthode d’analyse. La
purification des pigments est réalisée par CLHPnerde semi-préparatif ou en mode
préparatif. Les colonnes utilisées sont pour :

- le mode semi-préparatif : Phenomenex LupgZ) (250 mm x 10,00 mm, 10 pm)
- le mode préparatif : Phenomenex Lung(@) (250 mm x 21,20 mm, 10 pm)

Tableau 22 : Colonnes et Gradients de solvants séle ctionnés en CLHP semi-préparative et
préparative

Temps Débit (ml.min™) Solvants

(min)  Semi-préparatif Préparatif %a %b %c
0 5 10 100 0 0
3 5 10 0 100 0
35 5 10 0 30 70
38 5 10 0 0 100
41 5 10 0 0 100
43 5 10 0 100
45 5 10 100 0 0
47 5 10 100 0 0

a : méthanol/eau (80/20)

b : acétonitrile/eau (90/10)

C : acétate d'éthyle

Colonne mode semi-préparatif : Phenomenex Lup#2f (250 mm x 10,0 mm, 10 pum)
Colonne mode préparatif : Phenomenex Luag(®) (250 mm x 21,2 mm, 10 um)

Le tableau 22 présente les débits et colonnessadilen fonction du mode de
purification utilisé. Les temps et pourcentagesutién sont les mémes que ceux du tableau
21 (gradient B analytique). Les débits pour le msemi-préparatif et préparatif ont été fixés
par rapport aux données fournies par le fabricentalonne. Ces données apparaissent dans
le tableau 23. Il indique les débits typiques aligppr en fonction de la granulométrie, de la
longueur et du diamétre interne de la colonneséti La pression du systéme ne doit pas
dépasser 3500 Psi, afin de ne pas endommagerltemes. A partir de ces données, le débit
appliqué pour le mode semi-préparatif a été fixBna.min* et pour le mode préparatif &
10 ml.min™.
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Tableau 23 : Débits recommandés par Phenomenex pour I'utilisation des différents types de
colonne
Taille des o . _ Pression typique
) Diametre interne Débit typique
particules (colonne 250 mm)
(Lm) (mm) (ml.min’) (Psi)
10 4,6 1 590
5 10,0 5 1250
10 21.2 20 280

Les volumes d’injection pour la purification onédixés selon les recommandations
du fabricant des colonnes de CLHP qui apparaistmmd le tableau 24. Les volumes injectés
vont de 100 a 500 pl en mode semi-préparatif eéb@a 1000 pl en mode préparatif. Le
volume le plus important est fixé en fonction deplession du systeme qui ne doit pas
dépasser 3500 Psi.

Tableau 24 : Quantité d’échantillon pouvant étre sé  paré selon les types de colonne

T g Diamétre Quantité typique et Volume typique et
e de
yP interne (maximum) d’échantillon (maximum) d’échantillon
colonne L L
(mm) injecté (mg) injecté (ul)

Analytique 4,6 0,1(2,5) 10 (200)
Semi-

) . 10,0 1,0 (25) 50 (10000)
préparative
Préparative 20,0 5,0 (500) 200 (5000)

2.5 [EVALUATION DE L 'EFFICACITE DE LA METHODE DE PURIFICATION

L'efficacité de la méthode de purification est léé®& en calculant la résolution entre

les différents pics du chromatogramme, selon I'éqoa2.

138



Chapitre 3

3 RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 DEVELOPPEMENT DU GRADIENT ANALYTIQUE

Une bonne résolution entre les pics d’'un méme rohtogramme est indispensable
pour pouvoir doser précisément une espece dans diange. L’analyse du spectre
d’absorption d’un pigment (réalisée dans le chapmpour la violaxanthine), n’est possible

gue si I'espéce étudiée n’est pas co-éluée avetrdsamolécules.

3.1.1 Extrait de Dunaliella tertiolecta

Le premier gradient utilisé en CLHP a été le ggatliA. Pour I'extrait acétonique de
D. tertiolecta, le chromatogramme a 435 nm obtenu pour ce gradishprésenté sur la
figure 86.

2 50 /
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1,501

12

100—5 \\ o :

0‘50—: ” '

\,l‘l .‘ ‘I__,fa J'“\.J\Hl _ "-‘___
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Figure 86 : Chromatogramme de I'extrait acétonique de Dunaliella tertiolecta , a 435nm, obtenu
en mode analytique

Ce chromatogramme montre que les especes quinoténups de rétention compris
entre 22 et 26 minutes sont mal séparées. La té&sokentre ces espéeces doit étre améliorée.
Le gradient B a été développé suite a ce résultat.

Sur le chromatogramme du gradient A, des groupesndkcules ont été définis. lls
apparaissent sur la figure 86. Le groupe 1 est osggde deux pics, le groupe 2 de trois pics
et le groupe 3 de trois pics.
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L'amélioration apportée par le gradient B est wéeifen calculant la résolution entre les
différentes molécules mal résolues pour le graddent

Le tableau 25 présente les chromatogrammes a 435deni’extrait acétonique de
D. tertiolecta obtenus avec les gradients A et B. Avec le gradse les molécules qui étaient
précédemment mal résolues apparaissent mieux sépaur les trois groupes de molécules.
Ce résultat visuel est a confirmer par le calcu$ désolutions. Les différentes valeurs

calculées sont présentées dans le tableau 26.

Tableau 25 : Comparaison entre les gradients A et B des chromatogrammes a 435 nm de
I'extrait acétonique de Dunaliella tertiolecta obtenus en mode analytique

Gradient Chromatogramme a 435 nm
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Le tableau 26 présente les résolutions calculgte &s pics des différents groupes,
pour I'extrait acétonique d®. tertiolecta Avec le gradient A, la résolution entre les
différents pics est inférieure a 1. La résolutiotre les pics 1 et 2 du groupe 1, entre les pics
1 et 2 du groupe 2 et entre les pics 1 et 2 dupgrduest inférieure a 0,8. La séparation est

insuffisante.

Tableau 26 : Comparaison entre le gradient Aet Bd es résolutions obtenues entre les différents
pics des chromatogrammes a 435 nm de I'extrait acét  onique de Dunaliella tertiolecta

N° Pic Temps de rétention | Résolution entre les
(min) pics
Gradients A B A B
0 3,18 3,10
Groupe 1
1 21,65 29,80
2 21,83 30,26 0,57 3,30
Groupe 2
1 22,67 32,10
2 22,90 32,62 0,74 1,79
3 23,10 33,14 0,83 1,84
Groupe 3
1 23,43 33,89
2 23,66 34,47 0,43 0,69
3 23,92 35,50 0,86 2,30

Les résultats obtenus pour le gradient B montrard s pics sont mieux séparés. La
résolution entre les différentes espéces est arééliet est supérieure a 1, a I'exception de la
résolution entre les pics 1 et 2 du groupe 3 guinésrieure a 1.

Le gradient B est plus adapté pour séparer lesquitgrprésents dans I'extrait acétonique de

D. tertiolecta
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3.1.2 Extrait de Cylindrotheca closterium

Le chromatogramme a 435 nm obtenu pour le gradfenet I'extrait acétonique de
C. closteriumest présenté sur la figure 87.

Ce chromatogramme montre que les espéeces qui datnps de rétention compris entre 17 et
25 minutes sont mal séparées. La résolution eegespeces doit étre améliorée. Le gradient
B a été utilisé sur cet extrait.

Sur le chromatogramme du gradient A, des groupesndkcules ont été définis. lls
apparaissent sur la figure 87. Le groupe 1 est osiple deux pics et le groupe 2 de trois
pics.

L’amélioration apportée par le gradient B est wéeifen calculant la résolution entre les

différentes molécules mal résolues avec le gradient
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Figure 87 : Chromatogramme de I'extrait acétonique de Cylindrotheca closterium , a 435nm,
obtenu en mode analytique

Le tableau 27 présente les chromatogrammes a ABSlenl'extrait acétonique de
C. closteriumobtenus avec les gradients A et B. Avec le gradiees molécules qui étaient
précédemment mal résolues apparaissent mieux sspaaur les deux groupes de molécules.
Concernant le groupe 2, le pic 1 se divise en 2@ avec le gradient B. Elles seront
appelées d et 1b. Ce résultat montre que le gradient B permet dealiser des especes qui

étaient co-éluées avec le gradient A.
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Le gradient B est plus adapté pour séparer lexespgarésentes dans 'extrait acétonique de
C.closterium Ce résultat visuel est a confirmer par le caftad résolutions entre les pics. Les
différentes valeurs calculées sont présentéesldaableau 28.

Tableau 27 : Comparaison entre les gradients A et B des chromatogrammes a 435 nm de
I'extrait acétonique de Cylindrotheca closterium , obtenus en mode analytique

Gradient Chromatogramme a 435 nm
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NB : pour le gradient B et le groupe 2, la résabatisera calculée entre les pids ét 2.
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Le tableau 28 présente les résolutions calculéts &6 pics des différents groupes, pour
I'extrait acétonique d€. closterium Avec le gradient A, la résolution entre les diffiéts pics
est inférieure a 1. La résolution entre les piest 2 du groupe 1 et entre les pics 1 et 2 du

groupe 2 est inférieure a 0,8. La séparation ssiffisante.

Tableau 28: Comparaison entre le gradient A et B, des résolutions obtenues entre les
différents pics des chromatogrammes & 435 nm de [I'e xtrait acétonique de
Cylindrotheca closterium

N° Pic Temps de rétention | Résolution entre les
(min) pics

Gradients A B A B

0 3,34 3,35

Groupe 1

1 17,40 18,71

2 17,60 19,08 0,71 0,90

Groupe 2

1 23,23 33,45

2 23,50 33,90 0,51 1,07

3 23,85 34,71 0,98 1,72

Les résultats obtenus pour le gradient B monigestles pics sont mieux sépareés. La
résolution entre les différentes espéces est arééliet est supérieure a 1, a I'exception de la
résolution entre les pics 1 et 2 du groupe 1 guinésrieure a 1.

Le gradient B est plus adapté pour séparer lesaitgrprésents dans I'extrait acétonique de

C. closterium
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3.1.3 Processus de développement de la méthode anal  ytique

Les résultats montrent que le gradient A ne penpast d’obtenir une résolution suffisante

entre tous les pics du chromatogramme.

Rs =1x(a_1]x[ K, ]X(Nz)}é
4 a 1+Kk,

Equation 3 : Calcul de la résolution
Selon I'équation 3, pour accroitre la résolutiohfaut augmenter I'un des facteuts

(sélectivité) Il (rétention des solutéd)l (efficacité de la colonne).

Facteur de séparation ( a)

, . tr2 _tO
Le facteur de séparation correspond au rapport —t
Yo

ri
Le facteur de séparation mesure les différencedistebution de deux substances
entre les deux phases. Elle intervient dans leutale la résolution par l'intermédiaire du
termel. De faibles variations de (valeur numérique proche de I'unité) entrainengdends
changements de la valeuride
La sélectivité est fonction des coefficients detrtistion des constituants du mélange a
analyser. Elle peut étre modifiée (Rosseal, 1991):
- en changeant la nature et la composition de laepimexbile,
- en changeant la nature de la phase stationnaire,
- en modifiant la température.

Dans le cadre de I'étude en cours, une modificatefa phase mobile est a envisager.

Facteur de rétention (k)

Le parametrdl intervenant dans I'expression de la résolutionedélpdu facteur de
capacité.

t -t
Il correspond au rapportk = rt—o

0
La résolution augmente en méme temps que ce fadBawr augmenter la valeur de ce
rapport, il faut donc augmenter la valeurtdé&Cependant le gain de résolution est négligeable
pour des valeurs deallant de 5 a 10, le temps d’analyse est inutiltraegmenté par rapport

a I'amélioration de la résolution. Il faut doncux@r un compromis entre I'obtention d’'une
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bonne résolution, qui exige une forte rétention desmposés, et I'obtention d’'une analyse
rapide qui exige précisément le contraire (Rossat, 1991).
Pour un bon compromis, le facteur de capacité&toét compris entre 1 et 10 dans le cas des

mélanges complexes (entre 2 et 5 en général) (Resak 1991).

Efficacité (N)

a,

tan

2
L’efficacité correspond a la formuleN :16{ L, j

Le nombre de plateaux théoriques de la colonnéeedernier parameétre intervenant
dans I'expression de la résolution. Bien que daullerevient a multiplier seulement d’un
facteur 1,4 R augmenter le nombre de plateaux théorigues @stest un moyen
d’améliorer la résolution.

L’efficacité de la colonne peut étre améliorée exdifiant (Rosseét al, 1991) :
- la vitesse de la phase mobile,
- la granulométrie de la phase stationnaire,
- la nature du soluté et du couple phase stationpamee mobile,

- les caractéristiques geomeétriques de la colonne.

Le gradient A présente une résolution insuffisgmer séparer correctement toutes les
especes contenues dans les extraits des deux sgfgoaicroalgues modeles. Il a donc été
modifié a partir des informations fournies par Uétjon 3.

Pour augmenter le facteur de capacité, la durée &g difféerentes étapes du gradient a été
allongée afin d’améliorer la rétention des diffésecomposés sur la phase stationnaire.

Puis, une étape a été ajoutée au gradient. Ellgisteren I'application d’un flux du solvant C
(acétate d’éthyle). Ce solvant est plus hydrophmpieles autres éluants. Cette opération vise
a obtenir une bonne séparation des molécules tyr@ophobes et permet d’augmenter la
sélectivite.

Ces différentes modifications ont permis d’aboatirgradient B.
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3.2 EFFICACITE DE LA METHODE DE PURIFICATION

Une bonne résolution est indispensable pour purifar CLHP les molécules
d’intérét. Des pics dont la résolution est inféreea 0,8 sont insuffisamment séparés. Lors de
la purification cela se traduira par une contanimatie I'espéce désirée par une autre. Pour
améliorer la pureté de la molécule voulue, il faudrocéder a une autre étape de purification.
L'ajout d’'une étape de purification est a l'origirde la diminution du rendement de
purification de I'espéce désirée. Dans le cadréadecherche en produit naturel, il faut que
les quantités récupérées soient assez importardgas pouvoir réaliser les étapes de
caractérisation et les études pharmacologiquebtértion d’'une molécule pratiquement pure
lors d'un premier passage en CLHP est la configamatiéale en termes de rendement de

purification mais aussi en termes de temps.
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Figure 88 : Chromatogramme a 435 nm de I'extrait di  chlorométhanique de Dunaliella tertiolecta
obtenu en mode semi-préparatif. Les groupes de molé  cules définis sont les mémes que ceux
définis dans le tableau 23 pour I'extrait acétoniqu e de Dunaliella tertiolecta

La figure 88 présente le chromatogramme obtenu 38 Am pour [I'extrait
dichlorométhanique d®. tertiolectg obtenu selon le gradient B et adapté au mode-semi
préparatif. 1l s’agit de I'extrait qui a été utdidors de la recherche bioguidée de molécules
anticancéreuses (Cf. chapitre 2). Les groupesidéfur ce chromatogramme sont les mémes

gue ceux définis pour I'extrait acétonique Detertiolecta(Cf. figure 86). Le groupe 1 n’est
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pas représenté sur la figure 88. Les especes gmupe sont ici extrémement minoritaires et
le calcul des résolutions entre les pics n’est g@spossible.

La figure 88 montre que le pic 1 du groupe 3 esétwdavec le pic 2 de ce méme groupe. Il 'y
a perte de résolution entre le passage du modgtigiia au mode semi-préparatif.

Le tableau 29 compare les résolutions entre les piitenus pour I'extrait acétonique de
D. tertiolectaen mode analytique avec celles de I'extrait obtemumode semi-préparatif. Ce
tableau indique que les résolutions calculées lgonmode semi-préparatif sont supérieures a 1
(sauf pour le pic 1 du groupe 3). Les molécule$ ban séparées.

Malgré la perte de résolution observée et I'obdemad’une co-élution, le mode semi-

préparatif est utilisable pour purifier les pignede microalgues marines.

NB : Les différences observées dans les temps tdatich sont dues au changement de

colonne (passage de mode analytique au mode seépeuatif).

Tableau 29 : Comparaison entre le mode analytique e t le mode semi-préparatif des résolutions
obtenues entre les différents pics des chromatogram mes a 435 nm de I'extrait acétonique de
Dunaliella tertiolecta , pour le gradient B

N° Pic Temps d(:?' rétention Résolution entre les pics
(min)
Méthode | Analytique Semi- Analytique Semi-
préparative préparative
0 3,098 3,184
Groupe 1
1 29,796
2 30,261 3,30
Groupe 2
1 32,101 27,057
2 32,615 27,566 1,79 1,34
3 33,144 28,138 1,84 1,50
Groupe 3
1 33,89
2 34,474 29,491 0,69
3 35,503 30,424 2,30 2,45
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4 CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La standardisation des méthodes d’analyse et wiicption permet :

- un gain de temps pour I'opérateur,

- une augmentation des rendements de purification.
Une bonne connaissance des caractéristiques diegtralElution, ainsi que la connaissance
des propriétés optiques des pigments facilitentudlé des chromatogrammes. Les
caroténoides et les chlorophylles (en incluant gagopigments) posseédent des spectres
d’absorption caractéristiques et des propriétésipbychimiques différentes.
L'utilisation du détecteur PDA permet de détermitzeclasse d’un pigment et d’orienter son
identification. Le spectre d’absorption ne donnéuge indication qu’il conviendra de
confirmer par les analyses spectroscopiques usuelles de la RMN, linfra-rouge (IR) et la

spectrométrie de masse haute résolution.
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Figure 89: Représentation schématique de la répart ition sur le chromatogrammes des
pigments de microalgues marines, selon le gradient B, mode analytique a 435 nm.
(Chromatogramme : extrait acétonique de  D. tertiolecta )

La figure 89 est une représentation schématiqudadepartition des différentes
familles de pigments sur le chromatogramme. Cetperéd est le résultat des observations
réalisées lors du travail d’analyse confrontées damrnées bibliographiques fournies par
Jeffreyet al(1997). Les pigments les plus polaires ont legptede rétention les plus faibles.
L’ensemble de ces données permet une analyseggigeret donne une indication importante

guant a la composition pigmentaire de I'extraingieroalgue marine.
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Comme défini dans la section 1 de ce chapitrdait énportant de développer des méthodes
d’analyse et de purification des xanthophylles.
Dans cette section, a partir d’'une méthode d’aeafygexistante et appliquée a I'écologie
marine, nous avons mis en place des méthodes y&mnat de purification qui nous
permettent :

- de doser les pigments dans les extraits de miarealg

- d’orienter l'identification des pigments de typeagnoide,

- de purifier les pigments présents dans les exiaitmaniére simple et efficace.

Ce travail doit permettre a l'avenir de pouvoir l&ea le potentiel antiprolifératif de

xanthophylles issus de microalgues originales gtérdntes lignées cellulaires cancéreuses.
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SECTION 3: DEVELOPPEMENT DE PROCEDES D'EXTRACTION DE PIGMENTS

ISSUS DE MICROALGUES MARINES

1 LES METHODES D'EXTRACTION DE PRINCIPES ACTIFS

1.1 CRITERES DE SELECTION D’UNE METHODE D'EXTRACTION

Les parametres les plus importants conduisant asélection d’'une méthode

d’extraction sont généralement liés :

- aux caractéristiques biochimiques de la molécule,

- alarapidité de la méthode d’extraction,

- aux quantités de solvants utilisées,

- alareproductibilité et a la répétabilité de lehteique,

- aux rendements d’extraction obtenus,

- alalimitation de la dégradation des moléculesaies,

- au dimensionnement, au colt et a la facilité dwéué.
(Wang & Weller, 2006; Rodriguez-Bernaldo de QuidSosta, 2006)

1.2 METHODES D’'EXTRACTION UTILISEES CHEZ LES VEGETAUX ET LES MICRO ALGUES

MARINES

Les méthodes d’extraction classiques comme la rato8, la percolation, ou encore
la méthode de Soxhlet utilisent des solvants orgees. Ces méthodes sont répandues pour
I'extraction des pigments ou des lipides a parérwegétaux. Ces procédeés reproductibles
permettent une extraction rapide des molécules nmapdiquent I'utilisation de grandes
guantités de solvants et peuvent entrainer la détain ou transformation chimique des
molécules d’intérét (Wang & Weller, 2006).

Associer la distillation ou de I'eau chaude a lacération en solvant augmente les
rendements d’extraction pour les huiles esserialle les composés bioactifs provenant de
plantes, mais engendre la dégradation des molétthdasolabiles (Manzaet al, 2003).

D’autres technologies utilisent des enzymes corteaexylanases, les pectinases ou
encore les cellulases pour améliorer le rendemiertrection des pigments et ont été validées
pour les plantes supérieures (Choudhari & Anantizagma, 2007; Kimet al, 2005) et les
macroalgues (Deniaudt al, 2003). L'utilisation des enzymes pourraient étrressantes

pour les microalgues marines non frustulées. Eet,effi paroi de certaines microalgues est
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constituée de cellulose, xylanes ou mannanes cooime les glaucophytes , les algues
rouges, les algues vertes ou les dinophytes. (sie2Re2002).

Certaines techniques, visant a limiter les trams&tions chimiques au cours de
I'extraction, ont été proposées. Les échantillaiisés peuvent étre congelés (a -80°C, ou par
I'utilisation d’azote liquide), lyophilisés, ou sikés en atmosphere saturée en eau afin de
limiter I'oxydation ou la dénaturation thermiques{gbanet al, 2009). La macération en
azote liquide, suivie d’une extraction dans un tamgermet la précipitation des biliprotéines
(pigments protéiques) (Sachindztal, 2005). Cette technique a été décrite pour I'exiva
de la phycocyanine chez les cyanobactéries. Cependies étapes de dialyse et
chromatographiques supplémentaires (filtration gel) sont nécessaires pour purifier la
protéine.

Les extractions en solution aqueuse impliquent contréle strict du pH. Les
porphyrines (chlorophylles et phéopigments) peuvemteffet subir des transformations
chimiques dans des conditions acides ou alcallresschlorophylles peuvent s’épimériser, se
déphytyller (obtention de chlorophyllides ou phéoiifides) ou bien se démétaller (obtention
de phéophytines ou phéophorbides) (Jeffe¢yal, 1997). La présence de chlorophyllases
(responsables de la déphytylation des chlorophydess les extraits microalgaux explique
également la rapide dégradation des pigments gitigtiens (Barrett & Jeffrey, 1964;
Barrett & Jeffrey, 1971; Karbouret al, 2005).

Différents travaux ont été consacrés a l'extractoes pigments de microalgues
marines. Des techniques trés innovantes, comme petiposée par Hejazi et (2002),
reposent sur ['utilisation de solvants dont le L{®) est supérieur a 6, pour extraire
sélectivement les caroténoides Danaliella saling tout en préservant la viabilité de la
cellule microalgale (Hejaazt al, 2002).

Cette étude est une exception. La majorité desaodéthd’extraction est destructive pour les
microalgues, comme le « bead beating » ou la stimicéRostagncet al, 2007), de méme
gue les méthodes consistant a réaliser un choc tmgraopermettant la libération dans le
milieu extérieur du contenu intracellulaire de lemalgue. Ce traitement ne s’est pas montré

efficace avec les microalgues marines frustulésfréy et al, 1997).
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L'extraction par CQ supercritique pour extraire des lipides, des pigs@u des composeés
bioactifs a partir de plantes (Jaren-Gaddral, 1999; Kimet al, 2005) ou de microalgues a
été décrite comme tres efficace, malgré son ceeélKlejduset al, 2009; Macias-Sanchez
et al, 2005; Macias-Sanchest al, 2007; Macias-Sanchext al, 2009a; Macias-Sanchet

al., 2009b; Mendeegt al, 2003; Mendiolaet al, 2007). Par exemple, les pigments contenus
dans le paprika (Rutkowska J, 2009) et ch#hospermumsont rapidement et facilement
extraits par l'utilisation de C£supercritique (Jaren-Galat al, 1999).

Pour notre étude et a partir de I'ensemble de reesmux, nous avons décidé de choisir des
méthodes d’extraction classiques comme la maceératid’ extraction assistée par ultra-son

ainsi que des procédés d’extraction innovants cotteriaction sous irradiation micro-onde.
1.3 LES DIFFERENTES METHODES D’EXTRACTION SELECTIONNEES POUR L'ETUDE

1.3.1 Macération

La macération est la méthode la plus utilisée paxtraction des pigments de
microalgues marines. Elle est simple et tres agause lorsqu’il faut préparer un grand
nombre d’échantillons pour des dosages spectropt@itmues. Les temps d’extraction
usuels vont de 10 minutes dans le DMSO a 65°C,hadbPs de I'acétone 90%. Ces durées
d’extraction peuvent étre a l'origine de l'isométisn ou de la dégradation des pigments
(Jeffreyet al, 1997). Malgré des temps d’extraction étendusestrésques de modifications
chimiques, la macération est une méthode de r&féraraquelle il est possible de comparer

d’autres méthodes d’extraction.

1.3.2 UAE (Ultrasound Assisted Extraction)

Les ultrasons sont connus pour détruire les edl@n formant des dépressions et
surpressions locales dans le solvant. La pressan atteindre localement 216Pa et & ces
endroits la température instantanée peut étre 1B0@@ qui génére des ondes transmises sur
des distances de quelgques micrometres a l'ensediblanilieu (Jeffreyet al, 1997).
L'efficacité des ultrasons est variable d’'un typepgareillage a un autre. Il a été démontré
gu’ils conduisaient a un chauffage important dueuilet qu’ils pouvaient étre a l'origine de
la dégradation des pigments. Cependant, les ultsasestent une méthode classique pour

extraire les pigments (Jeffrey al, 1997).
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1.3.3 MAE (Microwaves Assisted extraction)

Durant les dix derniéres années, les méthodesrd@iin sous irradiation micro-
ondes ont connu un intérét croissant. La MAE eé¢NdAE (Vacuum Microwaves Assisted
Extraction) se sont montrées efficaces et rapides pxtraire des antioxydants (Xiab al,
2009) ou bien des pigments issus de plantes (Wadngl, 2008), ou encore des huiles
végétales (Cravottet al, 2008). Ces techniques permettent de réduire lacsomation de
solvants et le temps d’extraction pour des rendésnéguivalents ou supérieurs par rapport
aux techniques d’extraction classiques. La MAE @&tVMAE ont été appliqguées a des
microalgues marines pour en extraire des lipidemepermis d’obtenir de bons rendements
d’extraction pour les chlorophytd®otryococcus spChlorella vulgaris et Scenedesmus .sp
(Leeet al, 2010).

Dans le domaine des méthodes d’extraction, la MAI& &/MAE sont donc des procédés
innovants qui montrent une réelle efficacité. Os ngéthodes n'ont jamais été évaluées pour

I'extraction de pigments issus de microalgues neatin

2 MATERIEL ET METHODES

2.1 EXTRACTION DES PIGMENTS

2.1.1 Parameétres communs a toutes les méthodes d’ex traction

50 mg de microalgues marines lyophilisées onuéliéés pour chaque extraction. Le
volume d’acétone utilisé est de 30 ml. Chacune elgmctions est effectuée en triplicat.
Toutes les extractions sont réalisées sous agitatiagnétique (excepté pour 'UAE ou
I'agitation est générée par les ultrasons), a il'der la lumiére et sous atmosphére inerte
d’argon (excepté pour la VMAE réalisée sous viddig@iy, afin de limiter la photo-oxydation

des pigments.
2.1.2 Parameétres propres a chacune des méthodes d’'e  xtraction

2.1.2.1 Macération a température ambiante

La macération a température ambiante (20°C) edisée dans un erlenmeyer de 50
ml, pour des temps allant de 1 a 120 minutes.
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2.1.2.2 Macération a chaud

Le milieu est porté a ébullition du solvant adaid’'un montage a reflux constitué
d’un ballon et d’'un réfrigérant, de 1 a 120 minutes température du milieu est fixée par la

température d’ébullition de I'acétone, qui est 8&Ga pression atmosphérique.

2.1.2.3 Extraction sous irradiation micro-onde (MAE : Microwaves Assisted
Extraction)

La MAE est réalisée dans un ballon de 100 ml,étans un réacteur sous irradiation
micro-onde (CEM Discovery), pour des durées akkknB a 15 minutes et pour des puissances
allant de 25 a 100W. Le systéme est constitué difimgérant connecté au ballon afin de
permettre le reflux du solvant dans le milieu. leanpérature du milieu est fixée par la
température d’ébullition de l'acétone, qui est @G sous pression atmosphérique, le reflux

est observé pour toutes les puissances utilisées.

2.1.2.4 Extraction sous irradiation micro-onde sous vide (VMAE: Vacuum
Microwaves Assisted Extraction)

La VMAE est réalisée dans les mémes conditionsl@@AE, sauf qu’'une pompe est
reliée au systeme afin de pouvoir travailler soige \partiel (Cf. figure 90). La pression
moyenne relevée pour I'ensemble des extractionisééa est de 26697 + 1144 Pa. La
température du milieu est fixée par la tempéradigbullition de I'acétone, qui est de 22°C a

cette pression. Le reflux est observé pour toepulissances utilisées.

—  seau
Pompe
a vide
eau ——>
[— );‘ [ e )
Programme € h/min W
Micro -onde

Figure 90 : Schéma de I'extraction de pigments par VM AE

155



Chapitre 3

2.1.2.5 Extraction assistée par Ultrason (UAE : Ult  rasound Assisted Extraction)

L'UAE est réalisée dans les conditions classiquenagcrites pour I'extraction des
pigments (Jeffreyet al, 1997). Une sonde a ultrasons est plongée dankaldillon, ce
dernier est thermostaté par un bain de glacanltdil’échauffement du milieu provoqué par
la formation d’'un point chaud a I'extrémité de lande a ultrasons. Cette augmentation
intense de la température peut générer la dégoadddis pigments. Pour I'étude, les ultrasons
ont été appliqgués de maniére continue de 3 a 1Gtasret pour des puissances allant de 4,3 a
12,2 W (12,2W : puissance maximale délivrée pappaeil). La température moyenne

relevée apres extraction est de 8,5°C.

2.2 TRAITEMENT DES EXTRAITS POUR ANALYSES

Etape 1 : Filtration et récupération des microalgus

L’extrait est filtré sur une membrane PVDF de ditton 0,2 um afin d’éliminer les débris
cellulaires. Le marc est séché a 4°C pendant 24ib,gonservé a 4°C jusqu’a son analyse en
microscopie électronique a balayage.

Etape 2: Concentration du filtrat

Le solvant du filtrat est évaporé a l'aide d’'un gewateur rotatif a 40°C sous vide. Puis
I'extrait sec est solubilisé dans 5 ml d’acétonextrait concentré est analysé en CLHP afin

de déterminer les rendements d’extraction des piggne

NB : Afin de controler I'effet de la filtration donilieu sur la quantité de pigments extraite,
50 mg de microalgues lyophilisées sont déposéksuembrane filtrante. Les pigments sont
extraits en filtrant directement 30 ml d’acétone ks cellules. Le solvant est retiré a l'aide
d’'un évaporateur rotatif puis les pigments sontisiisés dans 5 ml d’acétone. Cet extrait de

référence correspond a une macération a températareiante et a temps initial.

156



Chapitre 3

2.3 EVALUATION DE L 'EFFICACITE DES METHODES D'EXTRACTION

2.3.1 Intégrité des cellules de microalgues marines  : Utilisation de la

Microscopie Electronique a Balayage (MEB)

L'intégrité des cellules microalgales est évaluée
- apreés la lyophilisation
- apreés la filtration qui suit chaque méthode d’extica.

Les échantillons sont placés sur support constdime bicouche de carbone
conductrice et examinés par un microscope élecjoena balayage Philips-FEI Quanta 200
ESEM/FEG, utilisé en mode environnemental, équipé danon FEG délivrant un faisceau
d’électrons de 1 & 30 keV.

2.3.2 Rendement d’extraction des pigments : dosage par CLHP

2.3.2.1 Sélection des pigments a doser

La chlorophyllea et la fucoxanthine sont les pigments dosés €hedosteriumpour
évaluer les rendements d’extraction. La chloroghgllla chlorophylleb et le B,-caroténe
sont les pigments dosés chiez tertiolectapour évaluer les rendements d’extractions. Les
étalons de chlorophylla, chlorophylleb et dep,p-caroténe ont été obtenus aupres de Sigma-
Aldrich. Les étalons de fucoxanthine et de phéadpky ont été obtenus aupres de DHI Lab

Product, Danemark.
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2.3.2.2 Dosage des pigments et calcul du rendement  d’extraction

Méthode de dosage utilisée

Les pigments présents dans l'extrait sont dosés Gi2HP juste apres chaque
extraction. La CLHP est utilisée en mode analytigudes différents pigments étudiés sont
dosés a la longueur d’'onde de 435 nm. Le systeimbasnostaté a 20°C. Le débit appliqué
est de 1ml.mifl, la phase mobile est constituée de trois solvamgéthanol/eau (80/20),
acétonitrile/eau (90/10) et acétate d’éthyle. Lagghstationnaire est une colonne Phenomenex
Luna Gg(2) (250 mm x 4,6 mm, 10 um). Le gradient utiliségésenté dans le tableau 30.

Tableau 30 : Gradient, débit et colonne utilisés po  ur I'analyse des extraits de microalgue

Temps (min) Débit (ml/min) %a %b %cC
0 1 100 0 0
3 1 0 100 0
35 1 0 30 70
38 1 0 0 100
41 1 0 0 100
43 1 0 100
45 1 100 0
47 1 100 0

Avec a : méthanol/eau (80/20)
Avec b : acétonitrile/eau (90/10)
Avec c : acétate d’éthyle

Colonne mode analytique : Phenomenex Lupd2} (250 mm x 4,6 mm, 10 pm)

Dosage des pigments présents dans les extraits

Le volume d’extrait injecté en CLHP est de 5 etdODeux injections sont réalisées
pour chacun des deux volumes injectés. Les pignsemisidentifiés en comparant leur temps
de rétention avec ceux obtenus pour les étalonseh@ement d’extraction pour chacun des
pigments est calculé a partir des droites d’étagen Les résultats sont exprimés en ug de

pigment par mg de biomasse lyophilisée.

158



Chapitre 3

3 RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 INTEGRITE DES CELLULES DE MICROALGUES MARINES : UTILISATION DE LA

MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A BALAYAGE (MEB)

Cylindrotheca closterium

Figure 91 : Observations en microscopie électroniqu e a balayage de Cylindrotheca closterium
aprés lyophilisation (A), lyophilisation suivie d'u ne UAE (B), d'une macération & chaud (C),
d’'une macération a température ambiante (D), d'une  MAE (E) et d'une VMAE (F). Le sel présent
dans le milieu de culture apparait sous forme de cr  istaux blancs. Les pointillés noirs indiquent
les couches formées par I'accumulation des cellules de Cylindrotheca closterium
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Dunaliella tertiolecta

Spot HV  Pressure WD F&-‘k—zj-g
1 mbar|/11.6 mm 1500x

Figure 92 : Observations en microscopie électroniqu e a balayage de Dunaliella tertiolecta
apres lyophilisation (A), lyophilisation suivie d'u ne macération (B), d'une UAE (C), d'une MAE
(D) et d'une VMAE (E)
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Les observations réalisées en microscopie élegtrera balayage d€. closterium
apres lyophilisation et aprés chaque procédé dietitm sont présentées sur la figure 91.

Ces observations révélent que les cellules serasaémblées et se sont déposées pendant la
lyophilisation en couches superposées (figure 94f1),sont représentées par des pointillés
sur la figure. Le sel contenu dans le milieu deurala précipité pendant la lyophilisation, il
apparait sur les photos sous forme de cristaux$lan

Les traitements appliqués aux cellules lyophiliséesit pas d’effet sur la structure obtenue
apres lyophilisation sauf dans le cas de 'UAE (g 91B). Cette technique détruit la
formation en couche.

Les observations réalisées en microscopie élagtrena balayage db. tertioleca
aprés lyophilisation et aprés chaque procédé dietitm sont présentées sur la figure 92. Ces
observations montrent que les cellules se sonemadges et se sont déposées en couches
pendant la lyophilisation (figure 92A), la forme kdecellule est conservée. L'application de
différents procédés d’extraction ne modifie paspect des cellules. Quelques cellules

fusionnent, ce phénoméne est observable sur leef@RE (VMAE).
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3.2 RENDEMENT D’EXTRACTION DES PIGMENTS : DOSAGE PAR CLHP

3.2.1 Evaluation de l'efficacité des différentes mé  thodes sur la quantité de

pigments extraits chez  Cylindrotheca closterium

3.2.1.1 Méthode de dosage
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Figure 93 : Chromatogramme de I'extrait de Cylindrotheca closterium  aprés macération a
température ambiante, a 435 nm, en mode analytique

La figure 93 présente le chromatogramme a 435 bi@no pourC. closteriumapres
une maceération a température ambiante. La chlotigphyet la fucoxanthine sont les deux
pigments majoritaires. L§,p-caroténe et la phéophytire sont également présents dans
I'extrait, mais en quantité trop faible, pour poin&tre dosés selon la méthode utilisée.
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3.2.1.2 Macérations

La figure 94 présente les rendements d’extracéonfonction du temps pour les
pigments majoritaires dé. closteriumpour la macération a température ambiante (20C€) (
figure 94A) et la macération a chaud (56°C) (Gfufe 94B).
Pour la macération a température ambiante, le eneilrendement d’extraction de la
chlorophyllea est obtenu aprés 60 min de macération (7,48 +0g21g") et aprés 120 min
pour la fucoxanthine (5,34 + 0,16pg.Mg
Pour la macération a chaud, le meilleur rendeméextrdction de la chlorophyllea
(9,31 +0,44pg.md) est obtenu aprés 30 min de macération et aprés i6Opour la
fucoxanthine (5,23 + 0,16ug.Mp
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Figure 94 : Rendements d’extraction des pigments ma  joritaires de Cylindrotheca closterium  en

fonction du temps obtenus pour la macération a temp érature ambiante (20C) (A) et la
macération a chaud (56) (B)

Extraction de la chlorophylle a

La macération a chaud permet une augmentatiod%ed2i rendement d’extraction de
la chlorophyllea par rapport a la macération a température amb{aotacentage calculé sur

les meilleurs valeurs obtenues pour chacune desoahés).
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La quantité de chlorophylle extraite atteint un optimum aprés 60 et 30 minptas
la macération et la macération a chaud, respecéimenha chlorophyllea est dégradée au-
dela de ces durées d’extraction. La durée poungdgemeilleur rendement d’extraction de la
chlorophyllea est moins importante en macération a chaud. @a#tbode est donc la plus
efficace pour extraire ce pigment. Néanmoins, lardphylle a se dégrade plus rapidement

dans un milieu a 56°C.

Extraction de la fucoxanthine

La quantité de fucoxanthine extraite atteint uminopm aprés 60 min d’extraction
pour la macération a chaud. La fucoxanthine estadi&g au-dela de cette durée d’extraction.
Pour la macération a température ambiante, la g@ate fucoxanthine augmente en fontion
de la durée d'extraction. La fucoxanthine n’est algras totalement extraite aprées 120
minutes.

Les meilleurs rendements d’extraction pour la fasdkine sont du méme ordre pour les deux

méthodes de macération. La macération a chaud perd@moins d’obtenir autant de

fucoxanthine mais de maniere plus rapide.

La fucoxanthine est dégradée a partir de 60 minutextraction a 56°C. Elle est
thermolabile. Dans les mémes conditions, la chloye a se dégrade dés 30 minutes. La
chlorophyllea apparait comme une molécule plus sensible a @vat@n de la température
du milieu que la fucoxanthine.

Certains caroténoides sont connus pour étre stplsdlge’a 60°C (Fratianret al, 2010; Lee

& Coates, 2003; Sumet al, 2009). Cette caractéristique explique pourqudiutzoxanthine
subit dans une moindre mesure le phénomene ded#tgma observé pour la chlorophyke

lors de la macération a chaud.
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3.2.1.3 UAE

La figure 95 présente les rendements d’extracties pigments majoritaires de
C. closteriumobtenus par UAE en fonction du temps pour P= ¥2,&Cf. figure 95A) et en
fonction de la puissance pour t= 5min (Cf. figus}
Les meilleurs rendements d’extraction pour la apoylle a (4,95 + 0,27pg.mQ) et la
fucoxanthine (4,49 +0,27ug.npsont obtenus aprés 10 min de sonication a urespoce de
12,2W. Pour cette méthode, il n'est pas possibétablir de tendance quant a l'influence de

la puissance et de la durée d’extraction.
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Figure 95 : Rendements d'extraction des pigments ma  joritaires de Cylindrotheca closterium
obtenus pour 'UAE en fonction du temps, pour P= 12,2 W (A), et fonction de la puissance pour
t= 5min (B)

3.2.1.4 MAE

La figure 96 présente les rendements d’extracties pigments majoritaires de
C. closteriumobtenus par MAE en fonction du temps pour P= 5@A figure 96A) et en
fonction de la puissance a t= 5min (Cf. figure 96B)

Le meilleur rendement d’extraction pour la chidrgite a (8,65 + 0,29ug.mg) est
obtenu pour une puissance de 50W et un temps dm.5Pour la fucoxanthine le meilleur
rendement d’extraction (4,26 + 0,06g:M@st obtenu aprés 15 min de traitement & 50W.
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Figure 96 : Rendements d'extraction des pigments ma  joritaires de Cylindrotheca closterium
obtenus, pour la MAE en fonction du temps pour P= 50 W (A) et fonction de la puissance pour
t= 5min (B)

Extraction de la chlorophylle a

Le meilleur rendement d’extraction de la chlorofdnyd (8,65 + 0,29 pg.md) est obtenu
aprés 5 min d’extraction & 50W. Le plus faible ;60,60 pg.mg) est observé aprés 3
minutes a 50W. La différence observée représente augmentation de 158% entre le
rendement le plus faible et le plus élevé.

Sur la figure 96A (P = 50W), le rendement d'exti@ttde la chlorophyllea augmente en
fonction de la durée d’extraction entre 0 et 5 mins diminue entre 5 et 15 min. La
chlorophyllea se dégrade a partir de 5 minutes d’extraction.

Sur la figure 96B (t = 5 min), le rendement d’egtran de la chlorophyll@ augmente en

fonction de la puissance entre 0 et 50W. La chloybe a se dégrade a partir 50W.

Extraction de la fucoxanthine

Le meilleur rendement d’extraction de la fucoxamé,26 + 0,06 pg.mg est obtenu aprés
5 min d’extraction & 50W. Le plus faible (3,10 H®ug.mgd) est observé aprés 5 minutes a
25W. La différence observée représente une augtientde de 36 % entre le rendement le
plus faible et le plus élevé.

Sur la figure 96A (P = 50W), le rendement d’exti@ctde la fucoxanthine augmente en

fonction de la durée d’extraction entre O et 5 puis est stable entre 5 et 15 min.
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Sur la figure 96B (t = 5 min), le rendement d’egtran de la fucoxanthinaugmente en
fonction de la puissance entre 0 et 50W puis dimientre 50 et 100W. La fucoxanthine se

dégrade a partir 50W.

La puissance et la durée d’extraction influencemt quantité de pigments extraites.
Néanmoins, cette influence est plus importante ptaurrendement d’extraction de

chlorophyllea.

3.2.1.5 VMAE

La figure 97 présente les rendements d’extracties pigments majoritaires de
C. closteriumobtenus pour la VMAE en fonction du temps pourde®V (Cf. figure 97A) et
en fonction de la puissance pour t= 5min (Cf. Feg@irB).

Le meilleur rendement d’extraction pour la chidrgite a (5,25 + 0,04pg.mg) est
obtenu pour une puissance de 75W et un temps de.5Pour la fucoxanthine, le meilleur
rendement d’extraction (3,68 + 0,13g:Mest obtenu aprés 15 min de traitement & 50W.
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Figure 97 : Rendements d’extraction des pigments ma  joritaires de Cylindrotheca closterium
obtenus pour la VMAE, en fonction du temps pour P= 50 W (A) et fonction de la puissance pour
t=5min (B)
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Extraction de la chlorophylle a

Le meilleur rendement d’extraction de la chlorofgl (5,25 + 0,04p1g.m¢) est obtenu aprés
5 min d’extraction & 75W. Le plus faible (2,42 481g9.mg") est observé aprés 10 minutes a
50W. La différence observée représente une augtmantie 116% entre le rendement le plus
faible et le plus élevé.

Sur la figure 97A (P = 50W), le rendement d’exti@ttde la chlorophyllea augmente en
fonction de la durée d’extraction entre 0 et 5 nia.chlorophyllea se dégrade a partir de 5
minutes d’extraction.

Sur la figure 97B (t = 5 min), le rendement d’egtran de la chlorophyll@ augmente en
fonction de la puissance entre 0 et 75W. La chloybe a se dégrade a partir 75W.

Extraction de la fucoxanthine

Le meilleur rendement d’extraction de la fucoxamé(i3,68 + 0,13ug.mg) est obtenu aprés
5 min d’extraction & 50W. Le plus faible (3,14+Q21mg") est observé aprés 3 minutes a
25W. La différence observée représente une augtimntie 17% entre le rendement le plus
faible et le plus élevé.

La figure 97A ne permet pas de relever une infleethe la durée d’extraction sur la quantité
de fucoxanthine extraite.

Sur la figure 97B (t = 5 min), le rendement d’egtran de la fucoxanthinaugmente en
fonction de la puissance entre 0 et 50W. La fucthiaa se dégrade a partir 50W.
L'ensemble de ces résultats indique que la puissabextraction a une influence sur la

guantité de fucoxanthine extraite.

L’ensemble de ces résultats indique que la duréeptissance d’extraction ont une influence
importante sur la quantité de chlorophydleextraite. Pour, le rendement d’extraction de la
fucoxanthine seule la puissance d'irradiation mignole a une influence sur la quantité de

pigment extraite.
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3.2.1.6 Effet température

10 10

I Chlorophylle a I Chlorophylle a
3 Fucoxanthine [ Fucoxanthine

rendement d'extraction (pg.mg'l)
Rendement d'extraction (ug.mg'l)

Macération, 20C, 10min  Macération, 56, 10min MAE, 50 W, 5min VMAE, 50 W, 5 min

Figure 98 : Comparaison entre les rendements d'extr  action des pigments majoritaires de
Cylindrotheca closterium  obtenus pour la macération a température ambiante et la macération
a chaud pendant 10 min (A). Et pour la MAE etla VMA E pour P=50 W et t=5min(B)

La figure 98A permet de comparer les rendementxtidiction des pigments
majoritaires deC. closteriumobtenu par maceération a température ambiante (2&°&€xhaud
(56°C), pour 10 minutes d’extraction. Pour la cbfylle a et la fucoxanthine les meilleurs
rendements d’extraction sont obtenus pour la méoéra chaud. Cette figure indique qu’une
augmentation de la température favorise signifieatient I'extraction des pigments.

La figure 98B permet de comparer les rendementgrdeion des pigments majoritaires de
C. closteriumentre la MAE et la VMAE, pour une puissance de 56\Win temps de 5 min.

Excepté la pression, la principale différence el#rédMAE et la MAE est la température. La
VMAE est réalisée a 22°C et la MAE a 56°C. Cettgufe indique également qu’une

augmentation de la température favorise I'extracties pigments.

Quel gue soit le processus utilisé une augmentat®mna température du milieu favorise
I'extraction des pigments. Cependant, la difficuéét de déterminer avec précision la
température d'extraction permettant d'effectuer exteaction rapide de pigments avec des
rendements élevés, sans toutefois entrainer latiidétian des pigments thermolabiles tels

gue la chlorophylle.
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Pour la fucoxanthine, la température influenceeledement d’extraction. Cette influence est
cependant plus faible en comparaison des résudtadervés pour la chlorophylde Les
caroténoides sont retrouvés dans le cytoplasmendemalgues marines, alors que les
pigments chlorophylliens sont strictement liés abloroplastes des microalgues (Jeffity
al., 1997). Les pigments caroténoides sont plus abtessjue les pigments chlorophylliens.

Cette information peut en partie expliquer cettédince.

3.2.1.7 Comparaison des différentes méthodes d’'extr  action

La figure 99 présente pour chacune des méthodepdeametres qui ont permis
d’obtenir les meilleurs rendements d’extraction mplauchlorophyllea (Cf. figure 99A) et la
fucoxanthine (Cf. figure 99B). Le tableau 31 prdedas valeurs numériques correspondant a
la figure 99.
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Figure 99 : Présentation des meilleurs rendements d°  extraction des pigments majoritaires de
Cylindrotheca closterium obtenus pour chacune des méthodes d’extraction pou r les
parameétres permettant d’obtenir les meilleurs rende ments
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Tableau 31: Tableau récapitulatif des meilleurs re
majoritaires de Cylindrotheca closterium

les paramétres permettant d'obtenir les meilleurs r

endements

ndements d’extraction des pigments
obtenus pour chacune des méthodes d’extraction et

Méthodes | Macération | Vaceration MAE VMAE UAE
a chaud
chlorophylle a
. . 5min 5min 10min
Paramétres 620021(':” 3§6TC':” 56°C 22°C 8,5°C
50 W 75W 12,2 W
Rendement
d’extraction | 7,48+0,21 | 9,31 +0,44 | 8,65 % 0,29 5,25+ 0,04 4,95 + 0,21
en pg.mg'
fucoxanthine
. . 5min 5min 10min
Parameétres 1§(O)or2|n 6506r0nc|:n 56°C 22°C 8,5°C
50 W 50 W 12,2 W
Rendement
d’extraction | 5,34+0,16 | 5,23 +0,16 4,24 +0,49 3,68 £ 0,06 4,49 £ 0,27
en pg.mg'
Extraction de la chlorophylle a

Pour la chlorophyllea, la meilleure méthode d’extraction est la macérath chaud
(56°C) aprés 30 minutes d’extraction (9,31 + 0,44g}), la MAE présente un rendement
d’extraction de 8,65 + 0,29ug.M@prés 5 min de traitement & 50W.

Les autres méthodes d’extraction présentent defeneents d’extraction de la chlorophydle

inférieurs & 8 pg.my

L'UAE et la VMAE sont les méthodes les moins efiea pour extraire la chlorophyle La

température est un paramétre qui influence I'ektraades pigments. La température fixée a

22°C en VMAE explique ce résultat.

Concernant I'UAE, les faibles rendements d’ext@tibbtenus peuvent s’expliquer par :

- latempérature d’extraction (8,5°C),

- les points chauds générés dans le milieu par lgasohs pouvant causer une

dégradation des pigments,

- les puissances utilisées qui ne dépassent pas 12,2W
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Pour la MAE, la figure 96B indique que pour un métamps d’extraction, la quantité de
pigments extraite évolue en fonction de la puissdtempérature fixée a 56°C), jusqu’ a la
dénaturation des pigments. Ce résultat est égatavherrvé pour la VMAE (Cf. figure 97B).
La puissance de l'irradiation micro-onde est dogal@ment un parameétre qui a une influence
sur le rendement d’extraction de la chlorophglle

La MAE permet donc d’obtenir des rendements d'etiva similaires a la macération a

chaud mais de maniére plus rapide en raison dukince de l'irradiation micro-onde.

Extraction de la fucoxanthine

Le rendement d’extraction maximal est obtenu pacération a 20°C pendant 120 minutes
(5,34 + 0,16pg.md). Des rendements d’extractions équivalents sorents par macération a
chaud apres 60 minutes d’extraction. La figure @8Bque que la MAE, la VMAE ainsi que

'UAE n'améliorent pas I'extraction de la fucoxairtb.

3.2.1.8 Conclusion

L’ensemble de I'étude menée cheézlosteriummontre que :

- La macération est la meilleure méthode pour edtaifucoxanthine

- la MAE et la macération a chaud sont les meilleureithodes pour extraire la
chlorophyllea.

- Un apport de chaleur au milieu favorise I'extragtes pigments

- Le rendement d’extraction des pigments augmentéorction de la puissance de
I'irradiation micro-onde. Cette constatation expkq pourquoi la MAE permet
d’extraire autant de chlorophyli que la macération a chaud mais de maniére plus

rapide.
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3.2.2 Evaluation de l'efficacité des différentes m  éthodes sur la quantité de

pigments extraits chez Dunaliella tertiolecta

3.2.2.1 Méthode de dosage des pigments

La figure 100 présente le chromatogramme a 43%lotenu pouD. tertiolectaapres
une macération a température ambiante. fi,B-caroténe, la chlorophyllea et la
chlorophylleb sont les trois pigments majoritaires. Les picsenés entre 17 et 23 minutes
correspondent aux pigments minoritaires (néoxaathuiolaxanthine et lutéine) retrouvés

chezD. tertiolecta
Le B,B- caroténe, la chlorophylig, la chlorophylleb sont dosés dans les extraits pour évaluer

I'efficacité des différentes méthodes d’extraction.

435,0nm - 996 - PDA 300.0 to 600.0 nm at 1.2 nm

0,18
0,16
] Oé/
0,14 0,«0
. e
0,12 < o 2,
0,10 o 1) O»O 3 )
= ] o o) Q P
= . =] 3 ® S
0,083 52 £ %, B %, =
] - = = ) Q. —
0,067 23 o 6 & 2 I
3 ) (] \ 1
0,044 l |
E | | |
I N | gl
0,004 E i e | Al N _Jé’m o 'J_k' |
- T T T T T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T
5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 45,00
Minutes

Figure 100: Chromatogramme de [I'extrait de Dunaliella tertiolecta aprés macération a
température ambiante, a 435 nm, en mode analytique
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3.2.2.2 Macération a température ambiante (20C)

5
I Chlorophylle a
[ Clorophylle b
I (3,3-caroténe
4 ...............................................................................................................

Rendement d'extraction (ug.mg'l)

0 0,5 1 2 3 4 5 10 60

Temps (min)

Figure 101 : Rendements d’extraction des pigments m  ajoritaires de Dunaliella tertiolecta en
fonction du temps obtenus pour la macération a temp érature ambiante (20C)

La figure 101 présente les rendements d’extractiea pigments majoritaires de
D. tertiolecta obtenus pour différentes durée d’extraction parcération a température
ambiante.
La macération a température ambiante permet umacti®in quasiment instantanée de la
chlorophyllea, chlorophylleb et dup,p-carotene.
Pour la chlorophylld, 1,21 + 0,02pg.mid sont extraits & t=0 min, contre 1,50 + 0,01 pg‘mg
apres 4 minutes d’extraction.
Pour leB,p-caroténe, dés 1 minute d’extraction le rendemenhide 1,13 + 0,01ug.rig Le
rendement d’extraction maximal (1,32 #* 0,02ugingest obtenu aprés 5 minutes
d’extraction.
Pour la chlorophylle, le rendement maximal d’extraction (4,53 + 0,02npg) est obtenu

aprés 5 minutes de macération.

174



Chapitre 3

3.2.2.3 Comparaison entre les différentes méthodes  d’extraction

I Clorophylle a
[T Chlorophylle b
5 I 3 3-caroténe

Rendement d'extraction (pg.mg'l)
w

Figure 102: Comparaison des rendements d'extractio n des pigments majoritaires de
Dunaliella tertiolecta  obtenus en MAE (50W, 5min), VMAE (50W, 5min), UAE (1 2,2W, 5min) et
Macération (20C, 5min)

La figure 102 présente les rendements d’extractlea pigments majoritaires de
D. tertiolectaobtenus pour chacune des méthodes d’extractionéidton : 5 min, MAE : 5
min, 50W, VMAE 5 min, 50W, UAE : 5 min, 12,2 W),lea des parameétres fixés. Le tableau

32 présente les valeurs numeériques associéesafigpite. La figure 102 montre que les

rendements d’extraction sont équivalents quellesmitda méthode d’extraction utilisée.

Tableau 32 : Tableau récapitulatif des résultats ob  tenus avec Dunaliella tertiolecta

Méthodes Macération MAE VMAE UAE
] 5 min 5 min 5 min 5 min
Parametres 50°C 56°C 22°C 8,5°C
50 W 50 W 12,2 W

chlorophylle a
Rendement
d’extraction en 4,53 +0,02 4,53 + 0,03 4,41 + 0,05 4,77 + 0,01
ug.mg*

chlorophylle b

Quantité extraite

1 1,41 +£0,01 1,43 +0,01 1,36 + 0,01 1,52 +0,01L
en pg.mg
B.p-carotene
Rendement
d’extraction en 1,32 £ 0,02 1,27 £ 0,01 1,25+0,01 1,32 £ 0,02
ug.mg*
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Pour chacune des méthodes d’extraction, le marenabétait toujours de couleur
blanche. Les figures 75 et 76 indiquent que tolgssdifférentes méthodes d’extraction
donnent des rendements d’extraction équivalents.r€sultats et observations indiquent que
la macération a température ambiante est une m&thdtisante pour extraire les pigments de

D. tertiolecta

3.2.2.4 Conclusion

L'ensemble de l'étude réalisée sbr tertiolecta montre que toutes les méthodes
d’extraction permettent d’obtenir des quantités pigments eéquivalentes. Pour cette
microalgue la macération est la méthode a priv@iégour sa simplicité. Elle ne nécessite pas

d’apparaillage colteux ni d’apport d’énergie auvemil

3.2.3 Effet de la composition de la paroi des micro  algues sur I'extraction des
pigments
L’étude menée sUE. closteriummontre que les rendements d’extraction ne sont pas
les mémes selon la méthode d’extraction utiliséee Bugmentation de la température et de la
puissance de l'irradiation micro-onde permetteatntiliorer le rendement d’extraction de la
chlorophyllea.
A linverse, chezD. tertiolectales rendements d’extraction sont les mémes pauesoles
méthodes utilisées. De plus, I'extraction des défifés pigments est quasiment instantanée.
Les microalgues possédent souvent une structuighgéique qui peut étre située sur ou sous
la membrane plasmique, ou les deux.
Cylindrotheca closteriunest une diatomée. Ce groupe de microalgue setéesacpar la
présence d'une frustule, constituée de silice eatdula cellule.Dunaliella tertiolecta
appartient a la classe des Chlorophyceae. Les esggapartenant au geribeinaliella sont
dépourvues de frustule, elles sont couvertes delast, de xylanes, de mannanes et/ou de
glycoprotéine (Jeffrewet al, 1997).
Notre étude montre que I'extraction des pigmentspéss difficile lorsque la microalgue
étudiée possede une frustule. L'utilisation de @dd@s d’extraction spécifigue est alors

nécessaire.
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3.2.4 Apport de la MAE et de la VMAE

ChezC. clostérium le rendement d’extraction des pigments augmemt®mction de
la température du milieu. Il augmente égalemenfioantion de la puissance de l'irradiation
micro-onde, en MAE et VMAE. En MAE, l'associatiore ces deux parametres permet
d’extraire autant de pigments qu’en macérationaaudhmais plus rapidement.
Lee etal (2010) ont étudié I'efficacité de différentes magths pour extraire les lipides totaux
de Botryococcussp., Chlorella vulgaris et deScenedesmusp. Ills ont montré que la MAE
était la méthode la plus efficace. Wangak{2008) et Xiao etal (2009) ont montré que la
VMAE était la méthode la plus intéressante pouratrd les composés thermosensibles et
sensibles a I'oxygéne, issus d’herbes originaieeshdne. Cette méthode permet de préserver
ces molécules en raison de la faible températurmitieu et de I'absence d’oxygene. Enfin
Cravotto efal (2008) ont montré que la MAE permet d’accroitrededement d’extraction de
I'acide docosahéxaenoique issue de microalguenasari
Notre étude ainsi que I'ensemble des travaux ptéseprécedemment montre que la
technologie micro-onde permet un gain de tempsplDsg, I'utilisation de la VMAE permet
de préserver les molécules sensibles. La MAE 8MAE sont d’autant plus avantageuses
gu’elles permettent un contréle strict des paradsetels que la puissance et la température.

Elles sont donc plus reproductibles.
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4 POURSUITE DE L'ETUDE ET PERSPECTIVES

4.1 DEVELOPPEMENT DE PROCEDES D’EXTRACTION DE PIGMENTS DE MICROALGUES

MARINES

4.1.1 Approche méthodologique - Utilisation des « plans d’expérience »

Pour C. closterium la MAE et la macération a chaud sont les méthddssplus
efficaces pour extraire les pigments.
L’étude a montré que des paramétres tels que Eediiextraction, la température du milieu
ou bien la puissance a laquelle était utiliséafgsareils, permettaient d’obtenir des variations
dans les rendements d’extraction. Mais, I'étuddonenit pas de modele permettant d’établir
la contribution de chacun des parametres.
Pour pouvoir obtenir un tel modele, une approchernait consister a mettre en place la
méthodologie des « plans d’expérience ». Cette odéthen plus de pouvoir fournir un
modele englobant plusieurs paramétres, en réalisantinimum d’expérimentations, permet
également de savoir si les différents paraméetrebétele interagissent entre eux. Ce type
d’étude peut étre mené sur d'autres catégories olieards et sur d’autres especes de

microalgues, en y incluant le parametre ratio bisseésolvant.

4.1.2 Ratio biomasse/solvant

Le ratio biomasse solvant utilisé dans I'étudedest mg de biomasse lyophilisée pour
0,6 ml de solvant (50 mg pour 30ml).
Dans un souci environnemental et économique, iemdrait de réaliser des études visant a
déterminer le ratio biomasse/solvant a partir dydaequantité de solvant devient limitante

pour I'extraction des pigments.

4.1.3 Solvant d’extraction

Toutes les extractions de cette étude ont étéséésl dans I'acétone. Il permet de
solubiliser la plupart des pigments photosynthéiquet d’inhiber [lactivité des
chlorophyllases. Un autre avantage de I'acéton@@stson point d’ébullition sous pression
atmosphérique est de 56°C. Pour les procédeés itéoeske chauffage du milieu, cette
température modérée permet de préserver les pigrdame dénaturation thermique rapide.
L'acétone, si elle permet la solubilisation de lapart des pigments (sauf les biliprotéines),

n'est pas sélectif quant au type de pigments dgttaanthophylles, chlorophylles, carotenes).
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Dans le but d’augmenter la sélectivité du procétktchction pour un type de pigment

donné, les extractions peuvent étre réalisées damssolvants permettant une meilleure
solubilisation des pigments apolaires (chloroplsytie caroténes) ou a I'inverse des pigments
polaires (xanthophylles ou biliprotéines). Dansn@éme optique, I'utilisation de mélanges de

solvants peut étre envisagée.

4.1.4 Espéces de microalgues marines étudiées

Cette étude se limite a deux especes de micraalgaeines modeles. Au terme de
cette étude, il apparait gu’'a un type de microagrespond une méthode d’extraction.
Pour les espéces d’intérét, en nutraceutique oustrid alimentaire, il serait intéressant de
définir la méthode donnant le meilleur résultatmpane molécule particuliére.

De méme, il peut étre intéressant d'utiliser desc@dés d’extraction utilisant les micro-
ondes, notamment pour certains rhodophytes du gempdyridiumou certaines espéces de

dinoflagellés pour lesquelles I'extraction de pignseest difficile (Jeffreet al, 1997).

4.1.5 Elargissement du champ d’investigation a tous les types de pigments

La méthodologie développée ici n'est pas valablear pes biliprotéines. Ces pigments
sont solubles en milieu aqueux. Notre travail deetlippement méthodologique peut étre
applicable a [l'extraction des biliprotéines des noadgues. En effet, la sous-unité
recombinanted de C-phycocyanine a montré des activités antijigraliives et apoptotiques

sur quatre lignées cellulaires cancéreuses (Waweder, 2006).

4.1.6 Elargissement du champ d’investigation a d'au  tres molécules

Cette étude s’est intéressée au rendement d’'é@rtrage pigments de microalgues.
Les microalgues marines sont connues pour contdesr acides gras, des stérols, des
composeés phénoliques, des terpenes, des enzyntles @olysaccharides (Kornprobst, 2005).
Les difféerentes méthodes d’extraction étudiées nademt également s’appliquer a ces

COMposés.
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SECTION 4 : CONCLUSION SUR LES DEVELOPPEMENTS METHODOLOGIQUES

Cette étude a permis de mettre en avant 'impoetate I'analyse et de I'extraction

pour la purification et la caractérisation des pégits d’origine microalgale.

La standardisation des méthodes d’analyse et diégcption a montré que :

- Les méthodes d’analyse développées en CLHP socheds et permettent I'étude des

extraits contenant des pigments issus de difféseggpeces de microalgues marines.

- Dans le cas ou la CLHP est la méthode choisietdndardisation des méthodes

d’analyse est un point essentiel en vue de laipatibn d’un pigment.

Le développement des procédés d’extraction a petenimontrer que :

- ChezDunaliella tertiolecta: la macération est le procédé d’extraction ail@aver

pour les pigments des especes de microalgues a@mtenveloppes externes

comparables a celle d® tertiolecta

- ChezCylindrotheca closterium

(0]

La méthode d’extraction utilisée influence le reméet d'extraction des
pigments. La présence d’'une frustule ne facilite [extraction des pigments.
Le recours a des techniques d’extraction spécifigast nécessaire.

Un apport de chaleur au milieu favorise I'extractaes pigments.

I'utilisation de la MAE et de la macération a chaaht les méthodes les plus
efficaces pour extraire les pigments.

La MAE est le meilleur procédé d’extraction de pemnts chlorophylliens, en
termes d’efficacité alliée a la vitesse d’extragtio

Il reste a définir pour chaque méthode les parasgiermettant le meilleur
rendement d’extraction des pigments, pour une espécroalgale donnée.
Ceci peut étre réalisé en utilisant les « PlansppBgence ».

La technologie micro-onde est un procédé d’intpdtr extraire les pigments
de microalgues marines frustulées. Elle pourraét étilisée sur des especes ou
I'extraction des pigments est difficile.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Actuellement, dans le traitement des cancerffests de recherche se tournent vers

les thérapies ciblées. L'objectif de ces thérapssd’agir plus spécifiquement sur les cellules

cancéreuses afin de limiter la toxicité des médaas et de palier les phénoménes de

résistance apparaissant lors des traitements emathérapie.

Les cibles de ces nouvelles thérapies sont :

les voies de signalisation cellulaire impliquéesndala prolifération et la
différenciation des cellules.

Le cycle cellulaire qui contréle la division dedlgles.

Les phénomeénes qui contrélent I'angiogenese.

La restauration du phénomene d’apoptose.

Les microalgues marines, organismes unicellulaiég utilisées dans des secteurs

tels que la nutraceutique, la cosmétique ou I'dgramantaire sont une source présentant un

fort potentiel pour mettre en évidence de nouvetiecules anticancéreuses, car :

les algues marines sont représentées par quateesigbleu, rouge, verte et brune),
alors que les végétaux terrestres ne sont repgssepie par la lignée verte et les
cyanobactéries.

les cyanobactéries et les dinoflagellés ont déjatréaun fort potentiel pour la mise en
evidence de molécules a activités biologiques,

les microalgues marines sont cultivables en photéhcteur,

les microalgues marines présentent une grandevieicite.
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Le but du travail de recherche présenté dans aaoing était de mettre a profit le

potentiel des microalgues marines en cancérologie.

Dans la premiére partie de cette thése, I'objeéti#it de mettre en évidence des
molécules anticancéreuses issues de microalgudsemate travail s’est articulé en trois
parties :

i. Le potentiel antiprolifératif de différents extsitle quatre espéces de microalgues
marines a été évalué sur quatre lignées cellulameséreuses. Les especes choisies
n'étaient ni des dinoflagéllés, ni des cyanobaegBt ne devaient pas contenir de
fucoxanthine pour ne pas étre redondant avec dedgeéts travaux. Ce travail a
conduit & la sélection de I'extrait dichlorométtare deD. tertiolecta

i. La seconde étape a consisté a isoler le principié @ésent dans cet extrait, en
adoptant une démarche bioguidée. Le potentiel rifgratif des différentes fractions
a été évalué sur la lignée cellulaire MCF-7 de eamt sein. La violaxanthine a été
identifiee comme I'une des molécules portant l\dtdi antiproliférative.

iii. Le potentiel antiprolifératif, cytostatique, cytgique et pro-apoptotique de la
violaxanthine a été étudié. A ce jour, il ressare da violaxanthine présente sur la
lignée cellulaire MCF-7 une activité cytotoxiqueytastatique réversible et pro-

nécrotique et pro-apoptotique.

La violaxanthine est un caroténoide de la clagsexdnthophylles. Les caroténoides
sont connus pour présenter des propriétés antioxgsigrévenant I'apparition de cane@
I'alimentation. De plus, la fucoxanthine, la néottame ou encore I§,p-caroténe montrent
des activités anti-prolifératives et pro-apoptotisusur différentes lignées cellulaires
cancéreuses. Enfin, les microalgues marines comi@nde nombreux caroténoides qui ne
sont pas retrouvés chez les végétaux terrestrasneda diatoxanthine, la diadinoxanthine ou

le diadinochrome.
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Ces informations ainsi que nos résultats permetiérvisager plusieurs perspectives de
recherche.
i. Le potentiel pro-apototique de la violaxanthinetd&re clairement établi pour la
lignée MCF-7.
ii. Les cibles moléculaires de la violaxanthine pourlitmée MCF-7 doivent étre
définies.
iii. Les potentiels antiprolifératif, cytotoxique, cytasque et pro-apoptotique de la
violaxanthine doivent étre étudiés sur d’autresdigs cellulaires cancéreuses.
iv. Les autres caroténoides microalgaux doivent fagkjdt d’investigation pour leur
potentiel anticancéreux.
v. Les cibles moléculaires des caroténoides sur Bpsédis cancéreuses en général

doivent étre établies.

Les pigments caroténoides sont des molécules ceneualisponibles commercialement.
Cependant, les formats proposés (en milieu liquidiale concentration, petit volume) ne
correspondent pas aux contraintes des études ptelogmues. L'étude du potentiel
anticancéreux des pigments caroténoides nécesmtettape de purification a partir de la
source biologique. L'obtention de molécules d’'iBtéen quantité suffisante nécessite donc

des méthodes de purification et d’extraction effesa

La seconde partie de cette thése a donc été céesam développement de
méthodologies efficaces en vue de la purificatiea digments issus de microalgues marines.
Ce travail a permis :

i. Le développement de méthodes d’analyse et de qatidh efficaces de pigments
issues de microalgues marines par CLHP.

ii. Le développement de procédés d’extraction de pitgramicroalgues marines. A ce
jour, il ressort que les pigments issus de mictoedgmarines possédant une frustule
comme les diatomées sont extraits de maniere plficace par des procédés
d’extraction nécessitant un chauffage du milieu.

iii.  L'utilisation de la tecnologie micro-onde consitule réel apport pour I'extraction des
composés bioactifs issus de sources végétalesarhment de microalgues marines.

iv.  La technologie micro-onde présente toutes les tgsalequises pour s’inscrire dans le

domaine de la recherche de molécules naturelles\dét@ biologique.
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Pour lindustrie pharmaceutique, les produits djore naturelle restent une source
inépuisable de nouveaux médicaments. Cet inténét lgomilieu naturel est illustré par les
efforts de développements considérables réaliséslps méthodes d’isolement de principes
actifs. L’apparition du criblage a haut débit, I'@lration des méthodes de purifications ainsi
gue le développement des méthodes de caracténigatioont I'exemple.
Le travail présenté dans cette thése s’est indanits cette démarche de valorisation des
produits naturels marins pour la mise en évidercealivelles molécules anticancéreuses et a
permis spécifiquement :
i. De démontrer le potentiel anticancéreux de la xanghine.
i. De mettre en place des méthodes d’extraction, tyaeat de purification de pigments
issus de microalgues marines.
Enfin, il a permis plus largement de :
i. De confirmer le potentiel des microalgues marinesnme source de molécules
anticancereuses.
i. De démontrer I'intérét de la technologie micro-omaer I'extraction de molécules a

activités biologiques issues de produits naturels.
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Recherche bioguidée de molécules anticancéreusesiss de
microalgues marines

Résumé :

Les organismes marins, dont les microalgues, daesti un champ d'investigation majeur pour la déeoie de
nouveaux médicaments anticancéreux. Pour mettreviglence de nouvelles molécules anticancéreusrss

avons adopté une démarche bioguidée sur des exuait microalgues marines présentant une actjvité

antiproliférative. Ce travail a conduit & l'isolentate la violaxanthine, pigment caroténoide époxydé la
démonstration de son activité antiproliférativetotgxique, pro-apoptotique et pro-nécrotique suligaée
cellulaire de cancer du sein MCF-7. Des caroténdielesque la fucoxanthine sont déja connus pousemtér
une activité anticancéreuse liée a leur fonctiooxgge. Cependant, cette étude est la premiére arendet
potentiel de la violaxanthine.

Afin d'isoler d'autres pigments microalgaux potetigment anticancéreux, des méthodes de CLHP edficawt
été développées pour leur analyse et leur puiificaPuis, des méthodes classiques d’extractiopigiments
issus de microalgues ont été comparées a des meéthtaktraction innovantes. Cette étude a permimatgrer
l'intérét de la technologie micro-onde en termesffitacité et de rapidité pour I'extraction des rpints de
microalgues frustulées (diatomées). Plus largemmntravail confirme le potentiel des microalguesrimes

comme source de molécules anticancéreuses, et t&mbintérét de la technologie micro-onde pd

I'extraction de molécules a activité biologiqueuiss de produits naturels.

Mots clés : cancer, microalgues, pigment, violalkend, extraction sous irradiation micro-onde

Bio-guided research of anticancer molecules from nmene microalgae

Abstract:

Marine organisms, including microalgae, constitatenajor field of investigation for the discovery oéw
anticancer drugs. To obtain new anticancer compgun@ used a bio-guided methodology on microal
extracts showing antiproliferative activity. Thisokk led to the isolation of violaxanthin, an epoayatenoid
pigment, and to the demonstration of its antipeodifive, cytotoxic, pro-apoptotic and pro-necrditivity.

Carotenoids such as fucoxanthin are already knowrate anticancer activity related to the epoxidewkeler,
this is the first study demonstrating the poterdfaliolaxanthin.

In order to isolate other pigments with anticanaetivity , efficient HPLC methods were developed tloeir
analysis and purification. Then, conventional mdghof pigments extraction from microalgae were carag to
innovative methods of extraction. This study demi@tes the interest of microwave technology in o
efficiency and rapidity for the pigments extractioom frustulated microalgae (diatoms).

To conclude, this work confirms the potential of rma microalgae as a source of anticancer drugd,
demonstrates the interest of microwave technolagytlie extraction of biologically active moleculésm

natural products.

Keywords : cancer, microalgae, pigment, violaxamtiiicrowave assisted extraction

gae
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