N
N

N

HAL

open science

Etudes phytochimiques du lichen Nephroma laevigatum
et de ses champignons endolichéniques. Evaluation des
activités antiprolifératives et anti-biofilms.

Aurélie Lagarde

» To cite this version:

Aurélie Lagarde. Etudes phytochimiques du lichen Nephroma laevigatum et de ses champignons
endolichéniques. Evaluation des activités antiprolifératives et anti-biofilms.. Chimie organique. Uni-

versité de Limoges, 2017. Francais. NNT: 2017LIMOO0099 . tel-01740326

HAL Id: tel-01740326
https://theses.hal.science/tel-01740326
Submitted on 21 Mar 2018

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01740326
https://hal.archives-ouvertes.fr

These de doctorat

Université de Limoges

Ecole Doctorale Gay Lussac - Sciences pour 'Environnement (ED 523)
Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles — EA1069

Thése pour obtenir le grade de
Docteur de I'Université de Limoges
Discipline / Spécialité : Chimie appliquée / Chimie des substances naturelles

Présentée et soutenue par
Aurélie LAGARDE

Le 20 décembre 2017

Etudes phytochimiques du lichen Nephroma laevigatum
et de ses champignons endolichéniques.
Evaluation des activités antiprolifératives et anti-biofilms.

These dirigée par Pr. Lengo MAMBU et Dr. Marion MILLOT

JURY :

Président du jury
M. Thierry HENNEBELLE, Professeur, Université de Lille 2

Rapporteurs
Mme Soizic PRADO, Professeur, MNHN, Paris
M. Olivier GROVEL, Professeur, Université de Nantes

Examinateurs

M. Vincent SOL, Professeur, Université de Limoges

Mme Patricia JARGEAT, Maitre de conférences, Université Paul Sabatier, Toulouse 3
Mme Lengo MAMBU, Professeur, Université de Limoges

M. Marion MILLOT, Maitre de conférences, Université de Limoges



http://www.unilim.fr




Je suis reconnaissant envers ceux qui m'ont répondu «Non»; Grace a eux, je l'ai fait
moi-méme

Albert Einstein

Ne laissez pas le comportement des autres détruire votre paix intérieure.
Dalai Lama






Remerciements

Je remercie le Professeur Vincent SOL, directeur du Laboratoire de Chimie des
Substances Naturelles, de m’avoir accueillie au sein de son laboratoire, et d’avoir accepté de
faire partie du jury et de juger ce travail. Merci pour les discussions et les conseils que vous

avez pu me donner tout au long de cette thése.

Je tiens a remercier mes deux directrices de thése, le Professeur Angele Lengo MAMBU
et le Docteur Marion MILLOT, de m’avoir confiée ce sujet de thése pluridisciplinaire entre
chimie et biologie. Merci de m’avoir fait confiance et de m’avoir laissée une grande

autonomie lors de mes travaux.

Je tiens également a remercier le Professeur Olivier GROVEL et le Professeur Soizic

PRADO d’avoir accepté d’étre les rapporteurs de ce travail de these.

Je remercie le Professeur Thierry HENNEBELLE d’avoir accepté de juger mon travail de

these et de faire partie de ce jury.

Je tiens a également remercier le Docteur Patricia JARGEAT, d’avoir accepté d’étre
membre du jury et de juger ce travail. Merci de m’avoir enseignée I'extraction d’ADN
fongique. Merci de votre disponibilité, de vos précieux conseils sur l'identification des

souches fongiques et de vos réponses a mes nombreuses questions.

Je remercie la Région Limousin pour le soutien financier accordé durant les deux
premieres années de ces travaux de recherche, et I’Université de Limoges pour le
éme

financement de la 3™ année.

Merci au Professeur Jean-Luc DUROUX, doyen de la Faculté de Pharmacie, de m’avoir

accueillie au sein de son établissement.

Merci au Professeur Rachida ZERROUKI, de m’avoir écoutée et soutenue durant ces trois

années de these.

Je remercie le Docteur Sabine LHERNOULD d’avoir accepté d’étre ma tutrice
pédagogique lors de mes enseignements dans le cadre de mon poste de DCACE. Enseigner a
vos cOtés a été un réel plaisir. Merci, de votre disponibilité et de m’avoir fait confiance lors

des différents enseignements. Je remercie par la méme occasion Christelle et Florence.

Je remercie également le Docteur Sylvie DELEBASSEE de m’avoir initiée a la culture des

cellules cancéreuses et au test MTT. Je remercie le Docteur Benjamin RIOUX, de m’avoir



proposée, par la suite, d’entretenir les différentes lignées cellulaires, ce qui m’a permis de
réaliser les tests MTT dans de bonnes conditions. Je remercie Aline PINON et Frédérique
MARTIN, de leur aide pour la réalisation des Western blot (méme si nous n’avons pas
toujours eu les résultats attendus), de leur discussion et leur écoute au détour d’un couloir
ou lors des différentes manips, de leur gentillesse. Merci Aline pour tes conseils en bio et tes

réponses a mes nombreuses questions qui m’ont permis d’avancer sur cette these.

Je remercie le Professeur Bertrand LIAGRE pour sa disponibilité, son aide et ses conseils
pour la partie biologie de ma thése. Soyez assuré, de ma profonde reconnaissance pour

votre aide de derniere minute qui m’a permis d’avancer.

Je remercie également le Professeur Catherine FAGNERE et le Docteur Christelle

POUGET pour leurs gentillesses et pour toutes les discussions au détour d’un couloir.

Je remercie le Docteur David LEGER pour vos réponses a mes nombreuses questions sur

la partie bio. Merci pour vos conseils et vos idées de manip.

Je remercie le Docteur Tan-Sothéa OUK de m’avoir enseignée les tests anti-biofilm
bactérien. Merci pour ta disponibilité, tes réponses a mes questions et pour ta sympathie.

C’était un plaisir de travailler avec toi.

Je remercie également le Professeur Gilles DREYFUSS, pour ses conseils en mycologie

notamment lors de ma premiére observation au microscope de mes différents champignons.

Mes remerciements chaleureux a Roselyne MOUZET qui m’a permis au début de ma
thése d’avoir une hotte a flux laminaire pour la culture de mes champignons. Pas toujours
évident surtout lorsqu’il y avait TP dans la salle. Merci pour votre écoute, votre disponibilité

et vos réponses a mes questions sur la culture des champignons.

Je remercie Emilie PINAULT pour la réalisation des analyses HRMS et LC-MS/MS (basse

résolution). Merci de ta disponibilité et de tes conseils.

Un grand merci a Aurélien BOISSOU pour ton aide technique lors de I'installation des
différents logiciels. Merci de ta disponibilité. Merci d’avoir résolu plus d’une fois mes
différents problemes informatiques et de m’avoir facilitée le travail avec tous tes conseils,

merci de ta gentillesse.

Je remercie également le Docteur Aurélien MERCIER pour vos conseils et différentes

idées de manips, méme si la collaboration prévue n’a finalement pas été réalisée.



Je tiens a remercier le Professeur Pierre CHAMPY de m’avoir permis d’initier un contact
au sein du laboratoire BioCIS de Paris. Un grand merci au Docteur Mehdi BENIDDIR avec qui
j’ai découvert les joies de la réalisation des réseaux moléculaires et de toute I'étendu que
pouvait offrir cette nouvelle technique. Aprés avoir passé une semaine a comprendre
pourquoi I'émodine était réfractaire a I'analyse LC-MS/MS, je ne la regarderai plus de la
méme maniére maintenant. J’ai aussi durant ce court séjour rencontré des personnes
formidables qui m’ont tout de suite intégré a leur groupe. Merci a Charlotte, Alexander,

Gaéla et Elvis.

Je remercie également Céline ALAMICHEL, ma stagiaire de M1 pour qui la purification

des composés lichénique n’est plus un secret.

Je tiens a remercie le Docteur Claude CALLISTE pour |'évaluation de la production de

EROs par RPE et pour tes différents conseils.

Je ne pourrais pas oublier de remercier, le Docteur Yves CHAMPAVIER pour la réalisation
de tous mes spectres RMN. Un grand merci pour ta disponibilité, pour tout le temps que tu
as pris pour m’aider lors de l'interprétation des spectres et de ta patience lors de tes
explications. Merci pour toutes les discussions scientifiques ou non et de ton soutien durant

ces trois années de these. Merci beaucoup.

Un grand merci a Laetitia VIGNAUD, collégue de bureau, de m’avoir aidée lors de mes
débuts, pour ses conseils en phytochimie. Merci pour ta gentillesse, ton enthousiasme et
toutes les discussions qu’on a pu avoir. Merci de ton soutien durant cette période qui n’a pas
non plus été facile pour toi. Je suis contente pour toi que ta nouvelle équipe te convienne.

Merci d’avoir été la durant mes deux premiéres années de these.

Je remercie également le Docteur Caroline ROUGER, qui a su lors de son passage en tant
ATER, mettre une bonne ambiance dans le laboratoire. Toujours a I'écoute et toujours de

bons conseils notamment pour la culture des champignons. Merci Caroline.

Je tiens a remercier Caroline MITATY pour la bonne humeur qu’elle a pu communiquer
lors de son passage. Des longues discussions dans le bureau ou lors des manips. Méme si tu
n’as pas réussi a isoler des composés purs (en méme temps tu as eu quelques difficultés
indépendantes de ta volonté que tu as d{ corriger), tu as su garder le sourire et ton

enthousiasme malgré toutes les péripéties.



Merci a Anne-Lise RIOUX pour ta présence et ton aide pour les manips complémentaires

de derniéres minutes, permettant de compléter les résultats.

Je remercie également le Docteur Henri MBAKIDI-NGOUABY, doctorant dans le méme
service que moi durant mes deux premieres années de thése. Merci d’avoir partagé avec moi
le laboratoire de pharmacognosie, cette cohabition a été agréable de part ta discrétion et ta

gentillesse.

Je remercie le Docteur Marion GIRARDOT pour la réalisation des tests anti-biofilm

fongiques, et pour les réponses a mes questions.

Un grand merci a Sylvie LAVAL pour toutes les discussions lors de mes différentes
demandes de Congrés. Merci pour tout ce travail administratif qui m’a permis entre autre de

voyager jusqu’au Danemark.

Je souhaite également remercier tous les membres du LCSN que j’ai pu rencontrer et qui

de prés ou de loin se sont intéressés a ce travail.

Un grand merci aux Docteurs Olivier REZAZGUI, Florent LE GUERN et Idelette PLAZANET,

pour toutes les discussions et votre soutien durant cette théese.

Merci également aux collegues du labo : Ludovic BRETIN, Docteur Chloé FIDANZI-
DUGAS, Docteur Gabin FABRE, Tom BOUCHERLE, Amaury LEPETIT, Guillaume MARCHAND,
Zineb KHALDI, Docteur Mark-Arthur NDONG NTOUTOUME, Docteur Shihong QIU, Docteur

Amandine BONNET et Docteur Amandine DIEU et tous ceux que j'aurais pu oublier.

Je remercie ma famille et tout particulierement mes parents sans qui tout cela n’aurait
pas été possible. Merci pour votre soutien indéfectible durant mes longues années d’études
qui nont pas toujours été faciles (surtout les derniers temps). Merci de m’avoir soutenue
dans mes choix et encouragé a donner le meilleur de moi méme. Un grand merci a ma sceur
Fanny et a Gaétan pour votre soutien et leur encouragement tout au long de cette thése.

Je remercie Lyla qui de part sa présence m’a permis d’avancer dans la bonne direction.

Enfin, un grand merci a Jérémy. Ton soutien sans faille m’a permis d’en étre la
aujourd’hui, méme si durant mes trois années de thése, la distance n’a pas toujours été
facile. Je te remercie de m’avoir supportée durant mes doutes, mes remises en questions et
mes découragements. Je te remercie pour ta présence dans mon quotidien et d’étre
toujours la a mes cotés. Merci de partager ma vie depuis maintenant presque 10 ans, tout

simplement merci d’étre 13, je t'aime.
p J



Droits d’auteurs

Cette création est mise a disposition selon le Contrat :
« Attribution-Pas d'Utilisation Commerciale-Pas de modification 3.0 France »

disponible en ligne : http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/fr/

©101Gl0



http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/fr/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/fr/




Table des matieres

INTRODUGCTION ..ottt ittt ettt ettt e st e s e et et e s e e abe e e s s e e e s R et e san e e ane e e nmneesnne e e nnreeanneeens 19
PARTIE A — Lichens et métabolites SECONAAITES ........ciiuiiiiiiiiiie et 23
Chapitre 1. LES HICNENS ...t e et e e s e e e 25
1. QU'ESE-CE QU UN TICREIN 2 ...t e e e e e e e e s e eeeeeae s 25
[.2. Répartition, C0l0gie €t AIVEISILE .........cciiuiiiiiie ittt st b e s e e e e 25
[.3. Morphologies et anatomies des lICNENS ..........uiiii it 26
4. Echanges nutritionnels entre mycobionte et photobioNte .............c.ccceeeveveveieecieeceeceeeeeees 28
I.5. Les différents types de reproduction chez 1es liChens..........cooceiiiiiiii e 29
T8 I = LT o oo (U Tt 1o g IRV /=T o 1= = L1 AR 29
[.5.2. REPIOTUCLION SEXUBE......uuiiiiieeeiiiiiitieee e e e e e siettte et e e e e e s e stabe e e e e aeeesaastataeeeeaeeesasstntaeeeaaeeesaasnreens 30

[.6. ULIliSAtioN deS lICNENS .......eeiiiiiee e 31
R IS0 = T £ =N AN =T o] o o T = 32
1.7.1. Ecologie et répartition gEOGrapliqUE. ...........ceiuriveiueeeeieeeeeeerereeeeeteseeeteeeseeeees e seeseesaeseenens 33
[.7.2. Structure et MOrPNOIOGIE ........eeiiiiiiiii i neneeas 33
[.7.3. COMPOSItION CRIMIGUE .....eiiiiiiiiiie ittt e e e e e s snnneeas 34
1.7.4. Description botanique de Nephroma laevigatum ..........ccoooeiiiiiiiiii e 34
Chapitre Il. MétaboliteS HCHENIQUES .......ueiiiiiieie e 37
[1.1. VOIES de DIOSYNTNESE ......eeiiiiiiiie ettt et e e sabae e e e 38
[1.2. Composés isolés de Nephroma 1aeVIgatum ...........ceiiiiiiieiiiiie e 41
[1.3. ACHIVIEES DIOIOGIGUES ... ..t e e e e e e e e e e s e st a e e e e e e e s e e snarbareeeaens 42
Chapitre . RESUITALS €1 QiSCUSSION .eeiiiuiiiiiiiiiie ettt 43
[1l.1. Récolte et identification de Nephroma laevigatUm ...........ccooiiiiiiiiiiiiini e 43
[11.2. EXIFACLIONS SUCCESSIVES ...cceiiiriiiiiiiriieeiiitiee e e sttt e e st e e ettt e e ettt e e et e e e sar et e e e st e e s asre e e e e anneeeennes 44
[11.3. Profilage chimique des extraits liChENIQUES ..........cueiiiiiiiiiiii e 44
[11.3.1. Chromatographies sur couches minces (CCM) et CLHP-DAD..........ccccceiiiiiieiniiieennieeen. 44
[11.3.2. RESEAUX MOIECUIAIIES ....cooiiiiiiiiiiiie et e e a7

l11.4. Evaluation des activités biologiques des extraits liCNENIQUES ............cocveveveeeveveveeeereeeeeeeeennn 58
[11.4.1. ACtiVites antiprolifEratiVES .......ccoiiuuiiiiiiie e 58
[11.4.2. Activité anti-biofilm fONGIQUE...........eeiiiiii e 59
[11.4.3. Activité anti-bDiofilm DACIEIIEN ..........viiiiiiie e 60

111.5. Etude phytochimique de Nephroma la@Vigatumm .............ccccceveveeerevereeeeeeeeeeee e 60
[11.5.1. Fractionnement et PUfICAtION ..........ooiiiiiiiiiiii e 60
[11.5.2. Détermination structurale des COMPOSES ISOIES .........cuvvviiiiiiieiiiiiee e 61
[11.5.2.1. COMPOSE DCM L ..ottt ettt e sttt e e st e e s sabb e e e anbaeeeesnnreeeean 61
[11.5.2.2. COMPOSE DCM 2 ..ttt ettt e ettt e e e st e e e snbb e e e e snbaeeeeanbreeeean 62
[11.5.2.3. COMPOSE DCM 3 ...ttt e ettt e e sttt e e e abb e e e s sabb e e e e snbneeeesnnreeeean 64
[11.5.2.4. COMPOSE DCM 4 ..ttt ettt e e st e e e sbb e e e abae e e e annreeeean 65

[11.6. Activités antiprolifératives des COMPOSES ISOIES ........cocuiiieiiiiiiieiiiiiee e 66

[11.7. Evaluation de la production d’Espéces Réactives de 'Oxygéne (EROs) par Résonance
Paramagnétique EIectronique (RPE) .........ccvoioioueoeeieeeeteeeeeeeeee ettt s et n e en e enanens 68


file:///C:/Users/Aurélie/Desktop/BONNE%20VERSION/These_Aurelie%20LAGARDE_review_4.docx%23_Toc504775872

PARTIE B — Champignons endolichéniques, source de molécules actives ........ccccccevvvvnvvvnnnnnnn. 71

Chapitre I. Les champignons endoliCh@NIQUES ........cooiiiiiiiiiiieet e 73
1 @ ¢ To [T =T =1 A=Y/ 1010 o SRS 73
[.2. ClasSification 1 AIVEISITE ..........ueiiiiiiiie ettt e e et e e e s snbae e e e eneee 74
[.3. Culture et identifiCAtION .......cooiiiiiie et e e et e e e e e e e b e e e e 77
I.4. Métabolites fongiques : pPrinCipales SITUCIUIES .......cccciiiiiiiiiiiee e s e e e e e 77

0 AN (o= (o 0 == PSRRI 78
R =T g o= g [0 [0 [ PP 79
I ) 1= (o (o L= SRS RRPP 81
[.4.4. Composés phénoliqUES €t POIYCELIAES ........cciuiiiiiiiiiie ittt 82
R T =T o) o [PPSR 84

Chapitre 1. RESUITAtS €t diSCUSSIONS ..ciiuuiiii ittt e e e 85
I1.1. Isolement et identification des champignons endolichéniques de N. laevigatum ...................... 85
[1.2. Description MOrPROIOGIQUE .........ueee s 90
[1.3. Tests préliminaires de production de MeétaboliteS .........ccvvvveiieiiiiiiiiiece e 96

11.3.1. Essais d’optimisation de CUIIUIE ... 96
[1.3.2. SEIECHION AES SOUCKNES......eiiiieiiiiitie ettt e e e e e et r e e e e e s st eeeeeeeannnsenaees 97
[1.4. Culture & Petite ECNEIIE ... .o et 97
I1.5. Profilage chimique des extraits fongiques des souches sélectionnées ............ccccoceveevniieeennnn 98
[1.5.1. CCM €L CLHP-DAD ... e a s e e e s e e e e e e e e e e e e e e e e e e ae s 98
[1.5.2. RESEAUX MOIECUIAINES ....eeiiieeiiiiiiiiiiei et e et e e e e s r e e e e e s s et eeaeeesnnnnreees 100
11.6. Evaluation des activités biologiques des extraits fONQIQUES ...........cceveveeveeveeeeeeseereeeeeeienns 102
[1.6.1. ACLIVItES antiPrOlifEratiVES .........ccuiiiieie e s e a e e e s anree s 102
11.6.2. Effets des extraits bruts sélectionnés sur les lignées HT-29 et PC-3 .......cccoceveeeeiiinnnen, 106
11.6.2.1. Observations MICTOSCOPIGUES .....cceeieieieieie e ee ettt et ae s 106
[1.6.2.2. Analyse de I'eXpression Prot@igqUe..........oocuviiiiiieaiiiiiiit e 107
[1.6.2.3. Induction de la fragmentation de FADN ..........ccoiiiiiiiiiiiii e 109
11.6.3. Activité anti-biofilm fONGIQUE ..........ueiiiie e 110
[1.6.4. Activité anti-biofilm DaCLEIIEN...........oiiieei e 111
[1.7. Production @ grande EChEllE ...t 112
11.8. Etude phytochimique de Nemania aenea var. aureolatum (génotype 1 ; Gir_20)................... 114
11.8.1. Fractionnement et PUfICALION .........ccooeiiiiiieeee e 114
[1.8.2. Détermination structurale des COMPOSES ISOIES.........c.c.veeeivieiiiiiiiiiieee e 115
[1.8.2.1. COMPOSES GL BT G2....uuiiiiiiieeiiiiiiiiiie e e ettt e e e e st e e e e e e s e et e e e e e e e e saenbabaeaeaeeeeaans 115
[1.8.2.2. COMPOSE G3....eeiiieeeiiiiiiiiie e e e e ettt e e e e ettt e e e e e e s e sttt e e e e aeeeseaantaaeeeaeessaasssraaneaeessaanns 123
[1.8.2.3. COMPOSE GA.oooiiiiiiee it eieee e sttt e st e e sttt e e st e e e st a e e e asbaeeeaastseeesnstaeeesnnsbaeesnnneeeas 123
[1.8.2.4. COMPOSE BBttt sttt ettt e sttt e e s bbbt e e s et et e e s anbteeesanneeeas 124
[1.8.2.5. COMPOSE GB...cvviiieiiiieie ettt ettt ettt e ettt e sttt e sttt e e s bbbt e e s bt e e e s nnbeeesanneeeas 126

11.9. Etude phytochimique de la souche Cor_08 : Nemania SerPens ...........ccccceeveveevereevereereeenennnns 127
[1.9.1. Fractionnement et PUFIfICALION .........oooiiiiiiiiiiiii e 127
[1.9.2. Détermination structurale des COMPOSES ISOIES........coccviiiiiiiiie i 128

TR T2 B @ o ] o == TN 51 PSPPI 128
[1.9.2.2. COMPOSE C2..ciiiiiiiieeitiiie e ettt e e sttt e e st e e e sttt eestae e e e s saaeeeaasbaeeesassseeesassaeeesassaeeesanneeeas 129
[1.9.2.3. COMPOSE C3..oiiiiiiiiie it eite e e e sttt e e sttt e e st e e e stee e e e s saaeeeansbaeeeaastseeesassaeeesansseeesannneeas 131
[1.9.3. RESEAUX MOIBCUIRINES ....eiieiiiiiie ittt seie ettt e st e e s st e e e st e e e et e e e e e nnbe e e e enraeeeennees 132
[1.10. Activités antiprolifératives des COMPOSES ISOIES ........cccviiieiiiiiieeiiieee e siree e siaeea e 135

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES. ... ...t 137


file:///C:/Users/Aurélie/Desktop/BONNE%20VERSION/These_Aurelie%20LAGARDE_review_4.docx%23_Toc504775910

PARTIE C — MAt@riels €t METNOUES ......cvvveeiii it e e s e e s e e e s e e eeab e e eaeseees 141

Chapitre I. Récolte et identification de Nephroma laevigatum .........cccoceeiiiiieiiiiiieicnniiee e 143
I.1. Observation a la loupe binoculaire et MiCroSCOPE OPLIQUE.........ccuvrrieereeeee e e e e e ciireee e e 143
[.2. REACHONS thAllINES .....eiiiiiiiii ettt e e et e e e s bbe e e e sbbeeeeans 143

Chapitre Il. Isolement, identification et caractérisation des champignons endolichéniques ... 144

[1L. MIlIEUX 0@ CUIUIE ...ttt e e s an e e e nee e 144
I1.2. Isolement des champignons endoliChENIQUES............cuiiiiiiiiii i 145
[1.3. Culture des SOUChES SEIECTIONNEES...........ceeiiiiiiee ettt e e e e e sae e e e sraeeaeans 145
[1.3.1. Détermination des parametres de CUIUIE ...........cooivieiiiiiiiiiie e 145
[1.3.2. Culture @ Petite ECNEIIE ... ..o et 146
[1.3.3. Culture & grande ECHEIIE ...........ooiiiiii e 146
I1.4. Identification des champignons endoliChéniqUES.............ccceeveiiiiiiiiiiie e 146
[1.4.1. Observation a la loupe binoculaire et microscope optiqUE.........ccvveeeeeeeiiiiiiieeeeeee e 146
[1.4.2. Caractérisation moléculaire des champignons iISOIES .............cccvvieveiee i 147
[1.4.2.1. EXraction d’ADN ... e e e e s e e e e e e 147
11.4.2.2. Amplification par Réaction en Chaine par Polymérase (PCR)........c..cccecivvviereeenninns 147
[1.4.2.3. ANAIYSES UES SEQUENCES .....ceeiiiieiieiie e e e e ettt et e e e s e ettt e e ae e e s s s aateeeeeaeessannssaeeeeeaeseannns 148
Chapitre lll. Procédés d’extractions ...............ccccccei i 149
[11.1. Extractions des thalles ICNENIQUES ..........oeiiiiiiiiiiiiiee e 149
[11.2. Extractions des champignons endolichéniques cultivés sur milieu solide .............cccceviveeens 149
Chapitre IV. Méthodes analytiques et apparillages ........cccocviiiiiiie i 150
IV.1. REACLITS €1 SOIVANTS .....eiiiiiiiiie ittt sttt e et ba et e eeenee e 150
IV.2. Chromatographie sur couche mince analytique (CCM) ......ccooiiiiiii i, 150
IV.3. Chromatographie liquide haute performance (CLHP) couplée a un détecteur a barrettes
de diodes (DAD) @NalYLIQUE..........ccoeieiiiiieiec e 150
IV.4. Chromatographie liquide haute performance couplée a la spectrométrie de masse
(CLHP-MS) — Analyses hasSes rESOIULIONS ........ccoiuiiiiiiiiiiieiiieiee et 151
IV.5. Chromatographie liquide haute performance couplée a la spectrométrie de masse
(CLHP-MS) — Analyses hautes rESOIULIONS .........coiiuiiiieiiiiii ettt 151
IV.6. Spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) .......cccceeviiiiiiiiiiieeniieee e 152
IV.7. Spectre de masse haute résolution (SMHR) ........cuiiiiiiiii e 153
Chapitre V. MEthodes de SEPAratioN .......cc.uuuiiiiee it e e s e e e e e e s s ee e e e e e e nnenneees 154
V.1. Chromatographie sur couche mince préparative (CCM Prép) ......cccceevcuvveeeiiireeniiiieeeesiieee e 154
V.2. Chromatographie liqguide moyenne pression (CLMP) ........cooiiiiiiiiiiiiiiiiie e 154
V.3. Chromatographie liquide d’exclusion stérique sur colonne QUVerte ...........ccccceeviiiiiiieeeeeennnns 154
V.4. Chromatographie liquide haute performance (CLHP) couplée a un détecteur a barrettes
de diodes (DAD) SEMI-PrEPAIALIVE ........ccciiuuiiieiiiiii ettt e e st e e e nbee e e e neee 154
Chapitre VI. Réalisation de réseaux MOIECUIAITES ........ccccooiiiiiiiiiiiii e 155
Chapitre VII. Techniques de fractionNemMENts .......oueviiiiiii i 157
VII.1. Purifications des fractions IChENIQUES ..........c..ooiiiiiiiiiiii e 157
VII.2. Purifications des fractions iSSUES A€ Gir_20 ..........cccecuuririieeeisiiciiiieeee e e s s sereer e e e e e s e snnereereeee s 158

VII.3. Purifications des fractions iSSUES de COr_08............uuuuiriuimiuieieirieinieinierririrnrnr—————. 159


file:///C:/Users/Aurélie/Desktop/BONNE%20VERSION/These_Aurelie%20LAGARDE_review_4.docx%23_Toc504775957

Chapitre VIII. Evaluation des activités DiOlOGIQUES .........ccevveeveeeeeiiieecesee e 160

VIILL. ACtIVIEES antiprOlifEratiVES.......ccceiiiiie it e e e e e s s s e e e e e s e snnreneeeeees 160
B2 L e e O I o | 1= o o =Y 1] = U =SSR 160
VIIL1.2. Test de viabilité CEIIUIAINE .........c.uuiiiiiiiie e 160
VIII.1.3. Effets des extraits sélectionnés sur les lignées cancéreuses HT-29 et PC-3 ............... 161

VIII.1.3.1. Observations MiCrOSCOPIGUES .....uuuurrereeeiiiitiiieereeeessssisttareeseeessasnnstrerreeeesssannssneneeees 161
VIII.1.3.2. Analyse de I'expression des Proteines.........ccccoviiiiiiiiiiee i 161
VI11.1.3.2.1. Extraction des protéines totales ...........ccueriuiiiieriniiie et 161
VI11.1.3.2.2. Expression des protéines par analyse en Western blot..............ccccoceeivieennnen. 162
VI11.1.3.3. Analyse quantitative de la fragmentation de FADN...........ccooiiiiiiiii e 163

VIII.2. Activité anti-biofilm fONGIQUE .........coouiiiiie et 164

VI3, Activité anti-biofilm DACEIEN .........eoiiiiiii e 165
VII1.3.1. Estimation de la concentration d’'une suspension bactérienne...................c.oo oo, 166
VII1.3.2. Etude de la formation de biofilm par la méthode au cristal violet et détermination de la
concentration minimale d’éradication du biofilm...........cccoiiiiiiiii 167
VII1.3.3. DENOMBIemMENt DACLETIEN .....cciiiiiieiiiiiee ittt e e e e e nees 168
VII1.3.4. Antibiogramme : PSeudomonas 8erUgiNOSA ..........cuueeieiiurreieiniirieesieeeessineeeesniireeesseeneeas 168

VIII.4. Evaluation de la production d’Espéces Réactives de 'Oxygéne (EROs) par Résonance

Paramagnétique EIeCtronique (RPE) ........c.c.ceiiiieuieeeeieteeeeeieiee et en e tesenenne 169

Chapitre IX. Résumé des données chromatographiques et RMN ......cccccooviiieiiiiiiee i 170

IX.1. Molécules isolées de Nephroma laeVvigatum ............cccovieiriiiii i 170
IX.1.1. CompoSE DCM 1 : THlINOIEINE ....uvveeeieeiie ittt a e e e e 170
[X.1.2. COMPOSE DCM 2 1 EMOGING ..ottt ettt es et st eae e eaens 171
IX.1.3. Composé DCM 3 : 7-ChlorO€mMOdINe...........uuueieiieiiiiiiiiie et 172
IX.1.4. Composé DCM 4 : 7-chloro-1,6-di-O-meéthylémoding .........ccccoovieiiiiiiieiiieeee e 173

IX.2. Molécules isolées de Nemania aenea var. aureolatum ...........cccoocueeiiiiiieeiiiiiee i 174
IX.2.1. Composés G1 et G2 : Nordammaranes trHterPENES ........coccvereiiiiereiiiiiee e 174
[X.2.2. Composé G4 : ACide PaIMItIQUE ......cooueiiiiiiiiie e 177
[X.2.3. COMPOSE G5 : DAIAZEINE ...ttt 178
[X.2.4. COMPOSE GB : AUENOSINE .....oeiiiiiiiieiitiie ettt ettt e e a e e e et e e e e aeee 179

IX.3. Molécules isolées de NEemMaNia SEIPENS ........uueiiiiiiiiiiiiiieie e e e e e e e e esrrre e e e e e e e e sabrrreeeaes 180
IX.3.1. Composé C1 : 5-CarbOXYMEHEINE .........ooiiiiiieeee e 180
IX.3.2. COMPOSE C2 : EUGENILINE ..ottt sttt e e e e e e e ettt e e e e e e s et e e e e e e e e s enanreees 181
IX.3.3. Composé C3 : Acide para-hydroxyphénylacétique.............cceveiiiiiiiniiiie e 182

RéEférences bibliographiQUES ... 183

F AN T A3 N 197



Liste des abréviations

1D : une dimension
2D : deux dimensions

ABTS : 2,2’-azino-di-[3-éthylbenzothiazoline sulfonate
ACN : acétonitrile

AcOEt : acétate d’éthyle

ADN : acide désoxyribonucléique

AF : acide formique

AFL : association francaise de lichénologie
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Bcl-2 : B-cell ymphoma 2 protein
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br: élargi
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Caspases : Cysteinyl-aspartate-cleaving proteases

CCM prép : Chromatographie sur Couche Mince préparative

CCM : Chromatographie sur Couche Mince

CD30D : méthanol-d,4

CDCl; : Chloroforme

CDCl; : chloroforme-d;

CH,Cl, : dichlorométhane

Clsg : concentration inhibitrice a 50%

CLHP-DAD : Chromatographie Liquide Haute Performance couplée a un détecteur a barrettes
de diodes

CLHP-MS : Chromatographie Liquide haute Performance couplée a la Spectrométrie de
Masse

CLMP : Chromatographie liquide moyenne pression

CMB : concentration minimale bactéricide

CMI : concentration minimale inhibitrice

Cor : Correze

COSY : COrrelated SpectroscopY

d : doublet
DCM : dichlorométhane
dd : double doublet



DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMPO : 5,5-diméthyl-1-pyrroline N-oxide

DMSO : diméthylsulfoxide

dNTP : mélange de plusieurs désoxyribonucléotides

EROs : especes réactives de I'oxygene

ESI : Electrospray ionisation

Extrait AC : extrait acétonique

Extrait DCM : extrait dichlorométhanique

Gir : Gironde

GNPS : Global Natural Products Social Molecular Networking

HMBC : Heteronuclear Multiple Bond Correlation
HMQC : Heteronuclear Multiple Quantum Coherence)
HSQC : Heteronuclear Single Quantum Coherence

Hz : Hertz

ITS : Internal Transcribed Spacer

J : constantes de couplage

LC-MS : Liquid Chromatography — Mass Spectrometry

m : multiplet

m/z : rapport masse sur charge

MB : mycobank

MEGA7 : Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 7.0
MeOH : méthanol

MGY Malt, Glucose, Yeast

Milieu MEA : gélose a base d’extrait de malt

Milieu PDA : potato dextrose agar

Milieu TS : milieu Tryptone-Soja

min : minutes

MRM : Monitoring reaction multiple

MTT : bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tétrazolium

NaOCl : hypochlorite de sodium

nd : non déterminé

NOE : Nuclear Overhauser Effect

NOESY : Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY



0O, : anion superoxyde
OA : milieu a base d’avoine (oatmeal agar)
OSMAC : One Strain Many Compounds

PACT : photochimiothérapie antibactérienne
PBS : phosphate-buffered saline

PCR : Réaction en Chaine par Polymérase
PDB Potato Dextrose Broth

PDT : photothérapie dynamique

ppm : partie par million

R : rapport frontal

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

RPE : Résonance Paramagnétique Electronique
RPMI : Roswell Park Memorial Institute Medium

s : singulet
SVF : sérum de veau foetal

t: triplet

TA : température ambiante
TAE : Tris, Acétate, EDTA
TMS : tétraméthylsilane

Tg : temps de rétention

UFC : Unité Formant Colonie
UV : Ultra-violet

XTT : sel de tétrazolium
YNB-Glc : Yeast Nitrogen Base complémenté en glucose
ZNIEFF : Zone Naturelle d'Intérét Ecologique, Faunistique et Floristique

6 : déplacements chimiques






INTRODUCTION

Les lichens sont des organismes singuliers résultant d’'une symbiose unique dans le
monde vivant entre deux entités biologiques que tout sépare sur le papier, et formant

pourtant, un seul et méme étre vivant, confirmant le vieil adage « l'union fait la force ».

Les lichens produisent des métabolites secondaires spécifiques avec un large éventail de
structure possédant de multiples activités biologiques, compte tenu de la grande diversité
de leur écosysteme et de leur capacité a s’adapter a des conditions environnementales

extrémes. Cette capacité exceptionnelle de résistance en fait des espéeces pionniéres.

Toutefois, il reste encore des zones dans le monde ayant sans aucun doute des richesses
lichénologiques pas encore découvertes, comme en témoigne, par exemple, la découverte
sur un seul arbre de pas moins de 173 especes de lichens en Papouasie-Nouvelle-Guinée

(Aptroot, 2001).

Cependant, les lichens sont des organismes a croissance lente (Nash Ill, 2008). L’accés a
leurs métabolites peut s’avérer difficile lorsque le thalle est peu développé (ex. especes du
genre Lepraria) ou peu abondant (ex. Cladonia incrassata). Ainsi, dans un contexte de
protection des ressources naturelles, la recherche de nouvelles molécules bioactives a partir

d’organismes cultivables s’avére étre une voie prometteuse.

De plus, le thalle lichénique constitue une niche écologique de choix pour d’autres
microorganismes. En effet, des champignons et des bactéries épi- et endolichéniques ou
encore des champignons lichénicoles peuvent coloniser les lichens (Biosca et al., 2016;
Honegger et al., 2013; Honegger, 2012; Arnold et al., 2009; Grube et al., 2009). Au sein de ce
microcosme, ces microorganismes produisent des métabolites secondaires leur permettant

d’interagir ou de survivre dans cet environnement.

Afin de mettre en évidence de nouvelles potentialités thérapeutiques, et de préserver
I’équilibre écologique des milieux propices au développement des lichens, nous nous
sommes intéressés aux communautés fongiques associées aux lichens, et plus
particulierement aux champignons endolichéniques. Leurs métabolites ont été décrits pour
la premiere fois, il y a dix ans (Paranagama et al., 2007), et depuis la recherche consacrée
aux composés endolichéniques d’origine fongique s’est régulierement intensifiée. Leur

culture au cours des derniéres années a conduit a la caractérisation chimique de plus d’'une
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centaine de nouveaux produits naturels, dont beaucoup ont montré de multiples activités
biologiques. lls représentent donc une source prometteuse de produits naturels originaux
pour la recherche de nouvelles molécules bioactives ayant un intérét pharmaceutique (Singh
et al,, 2017). Seule une petite partie des 18 500 especes de lichen a été étudiée pour leurs
champignons endolichéniques. Les informations concernant ce groupe de champignons sont

donc limitées.

Dans ce contexte de recherche de molécules ayant un effet thérapeutique, nous nous
sommes intéressés plus particulierement a deux problemes de santé publique majeure, que

sont les biofilms et les cancers.

Le premier concerne, les résistances aux traitements antifongiques ou antibactériens, qui
n‘ont de cesse d’augmenter. Ces résistances peuvent étre dues a I'adaptation de certains
champignons ou bactéries pathogenes aux différentes molécules actuellement disponibles
sur le marché ou a la formation de biofilm (structures complexes constituées par des
populations de microorganismes englobées dans une matrice extracellulaire, fixées sur des
surfaces naturelles ou artificielles). Le biofilm protége les microorganismes et leur permet de
survivre dans des conditions hostiles. Ils peuvent ainsi résister a de nombreux traitements
tels que des antibiotiques ou des désinfectants. De nouvelles approches consistant a
empécher la formation de biofilms notamment en inhibant les étapes d'adhérence ou de
maturation sont l'un des enjeux développés au sein du Laboratoire de Chimie des

Substances Naturelles (LCSN) de Limoges (Millot et al., 2017).

Le second concerne, la lutte contre le cancer qui est devenue lors des dernieres
décennies un enjeu majeur de santé publique. En 2011, le cancer de la prostate était le plus
fréquent chez ’lhomme (environ 54 000 nouveaux cas) suivi par le cancer des poumons et le
cancer colorectal. Chez la femme, le cancer colorectal est le deuxiéme cancer incident, apres
le cancer du sein. Il constitue la deuxieme cause de déces par cancer en France. |l représente
pres de 12 % de I'ensemble des déces par cancers (respectivement 11,1 % et 13,0 % chez
'homme et la femme), d’ou lI'importance de trouver de nouveaux composés bioactifs
(Institut national du cancer, 2017). Ainsi, la recherche de nouvelles molécules actives
d’origine naturelle ou synthétique capables de cibler spécifiquement les cellules tumorales

est une autre thématique développée au sein du LCSN de Limoges (Delebassée et al., 2017).
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Le choix du lichen d’étude a été effectué sur la base des résultats d’un criblage
biologique d’une trentaine d’espéces récoltée en Limousin, précédemment réalisés au
laboratoire, afin de valoriser les ressources naturelles locales et d’exploiter leurs
potentialités thérapeutiques. Les activités antiprolifératives sur la lignée cellulaire HT-29
(cancer colorectale) et anti-biofilm fongique des extraits acétoniques bruts ont été évaluées.
Ainsi, les résultats de ce criblage biologique ont permis de mettre en évidence plusieurs
lichens ayant des activités biologiques intéressantes. Le genre Nephroma s’est démarqué
tant pour son potentiel antiprolifératif que pour sa capacité a inhiber la formation et la

maturation de biofilm a Candida albicans (Delebassée et al., 2017; Millot et al., 2017).
Ces différents résultats préliminaires ont permis de sélectionner Nephroma laevigatum.

Le premier objectif de ce travail a été de mener une investigation phytochimique de
Nephroma laevigatum. Le second objectif a été d'étudier la diversité des champignons
associés a ce lichen puis de réaliser une étude phytochimique plus approfondie de deux

souches fongiques sélectionnées pour leurs activités antiprolifératives et anti-biofilms.

Ce manuscrit est divisé en trois parties, la premiére est axée sur les lichens, dont le
premier chapitre, les présentes de maniere générale en détaillant brievement leur
répartition et leur morphologie. La description du genre Nephroma et de ses métabolites
font I'objet d’une présentation plus détaillée. Le second chapitre est consacré aux
métabolites secondaires lichéniques en précisant leurs voies de biosynthése et leurs
propriétés biologiques. Le troisieme et dernier chapitre de cette partie, présente les
résultats obtenus sur I'étude phytochimique de Nephroma laevigatum et |'évaluation

biologique de ces extraits et métabolites isolés.

La deuxiéme partie traite des champignons endolichéniques isolés de Nephroma
laevigatum. Le premier chapitre de cette partie présente les données bibliographiques
disponibles sur les champignons endolichéniques, de leurs origines a leurs métabolites. Le
second chapitre présente les résultats obtenus de lisolement et de l'identification des
champignons endolichéniques de N. laevigatum, le criblage biologique des extraits obtenus

a partir de souches sélectionnées et I'étude phytochimique de deux souches sélectionnées.

La troisieme partie regroupe I'ensemble des différents matériels et méthodes utilisés au

cours de ce travail.
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PARTIE A
Lichens et métabolites secondaires







Chapitre I. Les lichens

I.1. Qu’est-ce qu’un lichen ?

Souvent considéré comme des parasites des arbres, les lichens n’ont pas une bonne
réputation. Cependant, cette croyance populaire est fausse. En effet, bien que ces
organismes soient ancrés sur leur support, ils n’ont pas de racine ni de sucoir permettant de
puiser les ressources du substrat.

L’étymologie du mot « Lichen » vient du grec leikhén (lécher), se référant a la maniére
gu’ont les lichens de se fixer au substrat. En effet, ils semblent « |écher » le support sur
lequel ils se développent.

Les lichens résultent d’une association symbiotique entre un champignon (mycobionte)
et une algue et/ou une cyanobactérie (photobionte). Environ 85% des photobiontes sont des
algues vertes et 10% sont des cyanobactéries (Honegger, 2012). Une toute petite partie des
lichens (5%) associent deux photobiontes, la symbiose est alors dite en tripartite
(Nash IIl, 2008). En 2016, une étude publiée dans la revue Science a révélé qu'en plus du
mycobionte et du photobionte, des basidiomycetes spécifiques sont systématiquement
retrouvées en tant que troisieme ou quatrieme (pour les lichens tripartites) partenaire.
(Spribille et al., 2016).

Il existe environ 18 500 espéces de lichens (Boustie et Grube, 2005; Feuerer et
Hawksworth, 2007; Molnar et Farkas, 2010) couvrant approximativement 8% de la surface
terrestre (Ahmadjian, 1995). Les lichens sont nommés a partir du nom du partenaire
symbiotique qui assure la reproduction sexuée a savoir le champignon. Dans 99% des cas, le
mycobionte appartient aux Ascomycétes (Boustie et Grube, 2005; Honegger, 2012). Pour les
1% restant, les mycobiontes sont des Basidiomycetes. Les lichens sont respectivement

qualifiés d’ascolichens et de basidiolichens.

I.2. Répartition, écologie et diversité
Les plus anciens fossiles de lichens découverts datent d’environ 600 millions d’années.
Ces fossiles indiquent que les champignons ont développés des partenariats symbiotiques

avec des photoautotrophes avant I'évolution des plantes vasculaires (Yuan et al., 2005).

Les lichens colonisent presque toute la surface de la Terre. lls sont retrouvés dans la
plupart des écosystemes terrestres et aquatiques (ex. Bacidina inundata), souvent dans des
environnements extrémes inaccessibles pour la plupart des autres formes de vie (régions
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polaires, arides et tropicales) (Seaward, 2008). En effet, les lichens peuvent entrer dans un
mode de vie ralenti ou leur activité métabolique est en pause ou a I'arrét, pour survivre a de
longues périodes de sécheresse. Les lichens sortent de cette dormance (état sec) dés que les
conditions environnementales sont favorables (humidité suffisante). Des lors, ils reprennent
ensuite leur activité métabolique, c’est le phénomeéne de reviviscence (Aubert et al., 2007).
Cette capacité a été observée chez des lichens envoyés dans I'espace en 2005. En effet,
aprés deux semaines d’exposition aux conditions spatiales (rayonnements UV et cosmiques
massifs ; conditions |étales pour les bactéries et autres organismes) et une déshydratation
extréme engendrée par le vide, aucunes dégradations physiologiques ou structurelles n’ont
été observées. Les lichens se sont révélés étre capables de récupérer en totalité leur activité

métabolique dans les 24 heures (Sancho et al., 2007).

lls peuvent également étre trés sensibles aux perturbations, en particulier celles

générées par I'activité humaine telle que la pollution (ex. Nephroma laevigatum).

Les lichens sont capables de coloniser une large gamme de substrats, non seulement des
surfaces naturelles (Figure 1) comme les roches (saxicoles), le sol (terricoles), |'écorce
(corticoles), le bois mort (lignicoles), les feuilles (foliicoles), les mousses (muscicoles), mais
aussi des matériaux artificiels tels que le plastique, le caoutchouc, les métaux ou le verre

(Brodo, 1973).

Lichen saxicole Lichen muscicole Lichen corticole Lichen foliicole

- wl
alons 4 | ; W S~ >
Caloplaca citrina Peltigera malacea Caloplaca epiphora Fellhanera bouteillei

Figure 1 : Quelques exemples de lichens sur différents types de substrats
Source : http://www.waysofenlichenment.net/lichens/alphabetic_index.html

I.3. Morphologies et anatomies des lichens

Le lichen posséde un appareil végétatif rudimentaire : le thalle (ne posséde ni feuilles, ni
tiges, ni racines). L'étendue et la variété des terrains accessibles aux lichens ont entrainés au
niveau du thalle, une grande diversité de formes et de couleurs (Van Haluwyn et al., 2009 ;
Figure 2).
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Les différents types de thalles sont :

e Les thalles crustacés: sous forme d’une cro(ite qui adhére plus ou moins
profondément au substrat (90% des lichens sont a thalles crustacés).

e Les thalles foliacés : sous forme de lames ou de feuilles plus ou moins lobées. lls se
détachent facilement du substrat bien qu’ils puissent étre fixés par des rhizines.

e Les thalles lépreux : pulvérulents, formés de minuscules granules. Ils se détachent
facilement du substrat.

e Les thalles squamuleux : sous forme de petites squamules (ou écailles) dispersées,
contigués ou imbriquées.

e Les thalles fruticuleux : sous forme de laniéres plates ou de tiges plus ou moins
ramifiés a buissonnants, dressés ou pendants. Le thalle adhéere a son substrat par une
surface réduite.

e Les thalles gélatineux : leur aspect varie selon I'"humidité. A I'état sec, ils sont noirs et
cassants. A |'état humide, ils ont une consistance gélatineuse-pulpeuse. lls peuvent
étre crustacés, foliacés, squamuleux ou fruticuleux. Les filaments mycéliens sont
associés a des cyanobactéries (cyanolichens).

e Les thalles composites ou complexes : formés d’un thalle primaire plus ou moins
foliacé, crustacé ou squamuleux, adhérent au substrat, sur lequel se développe un
thalle secondaire dressé plus ou moins ramifié ou en forme de trompette (podétion

chez les Cladonia ou pseudo-podétion chez les Stereocaulon).

Thalles crustacés Thalles foliacés Thalles |épreux

Rhizocarpon lecanorinum Nephroma laevigatum Peltigera membranacea Lepraria alpina
Thalles squamuleux Thalles fruticuleux Thalles gélatineux Thalles complexe

Cladoma callosa

‘x A ‘, Py “ il 2 M
Letharia vulpina Collema flaccidum

Figure 2 : Principaux types de thalles lichéniques.
Source : http://www.afl-lichenologie.fr/Photos_AFL/Photos_AFL_Liste.htm
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Le champignon est responsable de la structuration du thalle. En effet, 'anatomie des

lichens se distingue par deux types de structures :

e Structure homéomere : les hyphes et les cellules algales ou cyanobactéries sont

répartis de facon homogéne dans toute I’épaisseur du thalle (Figure 3).

e Structure hétéromere : disposition par couches. Deux types de structures sont
observés :
1. Structure stratifiée composée de différentes couches organisées (Figure 3) :
= un cortex supérieur formé de filaments mycéliens jointifs ;
= une couche algale, algues enserrées d’hyphes mycéliens ;
= une couche médullaire ou médulle formée par des hyphes trés laches ;
* un cortex inférieur, filaments mycéliens trés denses parfois muni de
rhizines pour la fixation du thalle au substrat.
2. Structure radiée : mémes couches que la structure stratifiée mais disposées
de fagon concentrique (symétrie centrale ; Figure 3).

Structure homéomere Structure hétéromere stratifiée Structure hétéromere radiée

200 ym _
© Dr. R. Wagner

Collema auriforme Nephroma laevigatum Usnea intermedia

Figure 3 : Coupes transversales de lichens observés au microscope optique (x 400).
Source : http://www.dr-ralf-wagner.de

l.4. Echanges nutritionnels entre mycobionte et photobionte
Les différents partenaires symbiotiques assurent des roles bien distincts au sein du lichen

permettant des échanges nutritionnels et ainsi contribuant a son développement.

En effet, le mycobionte a un réle dans la fixation du lichen (grace notamment aux
rhizines) et joue un role dans la protection de I'ensemble. Il fournit au photobionte I'eau et
les sels minéraux (puisés dans I'environnement extérieur tel que le substrat) ainsi que des
vitamines comme par exemple la vitamine C. Le photobionte quant a lui réalise la
photosynthése (organisme autotrophe pour le carbone) et apporte au mycobionte des
vitamines (notamment la vitamine B).
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Dans le cas d’une algue verte, le carbone est fourni au mycobionte sous forme de polyols
tandis que pour les cyanobactéries, il est fourni sous forme de glucose. Les cyanobactéries
sont capables de fixer l'azote atmosphérique, transféré au mycobionte sous forme
d’ammonium. Ainsi ces échanges nutritionnels permettent la synthese de composés

spécifiques originaux appelés substances lichéniques (Figure 4 ; Van Haluwyn et al., 2009).

Eau,
Sels minéraux

Substances
Lichéniques

Substances
Lichéniques

Eau
Sels minéraux

Eau
Sels minéraux

Vitamine NH,> Glucose Polyols,
V\tam\ne B Vitamine B

Lumigre N, Lumiére

Figure 4 : Echanges nutritionnels entre les partenaires des lichens.

I.5. Les différents types de reproduction chez les lichens
Deux modes de reproduction peuvent étre utilisés par les lichens : une dite végétative et

I'autre dite sexuée.

I.5.1. Reproduction végétative

La reproduction végétative ou asexuée est assurée par des propagules végétatives
symbiotiques. Les propagules végétatives les plus importantes sont les isidies et les sorédies.
Bien qu'elles soient présentes sur de nombreux lichens, il existe aussi beaucoup d'espéces
qui n'en possedent pas. De plus, certaines espéces peuvent avoir a la fois des isidies et

sorédies alors que d'autres ne produiront qu'un seul type de propagule.

- Les sorédies ressemblent a de petits granulés poudrés situés sur le bord du thalle.
Chez certaines espéces, ils peuvent apparaitre n'importe ou sur le thalle ou se
localiser a des zones délimitées appelées soralies et peuvent prendre diverses
formes. Chaque sorédie se compose de quelques cellules algales entourées d'hyphes
fongiques (Figure 5). Certaines soralies peuvent donner naissance a des isidies,

appelés soralies isidiferes.

- Les isidies sont des petites excroissances (bourgeons) formées d’algues et d’hyphes

protégées par le cortex. Elles varient en fonction de l|'espece, de bulbaire a
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cylindrique ou ramifiée, parfois coralloide (Figure 5). Certaines isidies peuvent donner

naissance a des soralies, appelés isidies soraliferes.

-

o 3l " J
w ?)suréd
A Yo

Imshaugia aleurites Parmelia saxatilis
Figure 5 : Propagules de dissémination symbiotique.
Source : http://www.afl-lichenologie.fr/Photos_AFL/Photos_AFL_Liste.htm

Légéres, les isidies et les sorédies peuvent étre transportées par le vent, I'eau ou les
animaux. Une fois déposée sur un substrat approprié, elles peuvent générer de nouveaux

thalles.

[.5.2. Reproduction sexuée

Seul le mycobionte assure la reproduction sexuée (le photobionte ne se divise que par
mitose). L'organe reproducteur est nommé ascome chez les ascolichens et basidiome pour
les basidiolichens. La reproduction sexuée implique la rencontre entre les spores issues du

mycobionte et un photobionte. Elle est majoritairement retrouvée chez les lichens.

Les apothécies (Figure 6) sont des structures de reproduction principalement
rencontrées chez les ascolichens. Celles-ci sont typiquement circulaires et semblables a un
disque ou une coupe. Il existe également des especes dans lesquelles la surface de
I'apothécie s'élargit vers |'extérieur. Elles peuvent étre de la méme couleur que le thalle ou
différentes. Leur diamétre peut varier de moins d'un millimétre a plus de deux centimeétres,
selon les espéces. Les apothécies se trouvent presque toujours sur la surface supérieure du

thalle (le genre Nephroma est une exception ; Figure 6).
Apothécies Apothécies faces inférieures Péritheces Lirelles

apothégics

/ a la face inférieure
des lobes

conoidea
MY

Teloschistes chrysophthalmus Nephroma laevigatum Acrocordia conoidea Graphis scripta
Figure 6 : Organes de reproduction sexuée chez les ascolichens
Source : http://www.afl-lichenologie.fr/Photos_ AFL/Photos_AFL_Liste.htm
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Lorsque les apothécies sont allongées ressemblant a de petites fentes droites ou

sinueuses, celles-ci prennent alors le nom de lirelles (Figure 6).

Un autre type d’organe reproducteur retrouvé chez les lichens est le périthece (Figure 6).
A I'ceil nu, il ressemble a de petits boutons sphériques, généralement noir dont le diametre
varie entre un a deux millimétres environ. Il s’ouvre par un pore (ou ostiole) dans sa partie
supérieure et ainsi permet I'expulsion des spores. En fonction de I'espece, le périthéce peut

se développer totalement sur le thalle ou étre incorporé dans celui-ci.

Chez les basidiolichens, les spores se forment a I'extérieur de cellules fertiles, les basides.
Les basidiomes sont de petits champignons a lames, qui ressemblent a ceux des

basidiomycetes non lichénisés (Figure 7).

Figure 7 : Basidiomes de Lichenomphalia umbellifera
Source : http://www.afl-lichenologie.fr/Photos_AFL/Photos_AFL_Liste.htm

I.6. Utilisation des lichens

Les lichens trouvent des applications dans différents domaines. lls ont été utilisés a
travers le monde pour de nombreux usages. En médecine traditionnelle, pour traiter les
plaies, les troubles de la peau ou les problémes respiratoires et digestifs. Le genre Usnea est
le plus communément employé, cependant d’autres genres comme Thamanolia ou

Lethariella sont respectivement utilisés en Asie ou en Chine (Crawford, 2015).

De plus, comme les colorants synthétiques ont un impact environnemental important en
raison de leur nature toxique, cancérogéne et non biodégradable, la demande de teinture et
de colorants pour le textile, l'alimentation et les cosmétiques provenant de sources
naturelles a augmenté ces derniéres années (Shukla et Upreti, 2015). Par exemple, |'orseille
(colorant pourpre) a été le premier colorant documenté produit par le genre Roccella

(Shukla et Upreti, 2015).

Certains lichens comme Cladonia rangiferina sont la base de la nourriture hivernale des

rennes et caribous au Canada ou en Alaska.
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D’autre part, certains lichens sont récoltés de nos jours pour la parfumerie. Les deux
principales especes utilisées sont Pseudevernia furfuracea appelé « mousse d’arbre » et
Evernia prunastri appelé « mousse de chéne » (Joulain et Tabacchi, 2009). Leur fragrance est
a la fois, forte, terreuse, humide, moisie, boisée voire légerement fumée. Elle a été la base
au parfum « Chypre » créé par la famille Guerlain en 1840, puis pour le parfum du méme
nom créé en 1917 par Frangois Coty. Ce parfum va donner son nom a une nouvelle famille
olfactive : les Chyprés. Cependant, leurs extraits sont entrés dans la « Liste des substances
qgue les produits cosmétiques ne peuvent contenir en dehors des restrictions prévues »
(Réglement (CE) n°1223/2009) du fait de la présence d’allergénes, comme par exemple,

I’atranorine, I'acide usnique et I'acide évernique (Johansen, 2002).

Les lichens fournissent aussi des informations sur les changements environnementaux et
sont des bio-indicateurs précieux de la pollution atmosphérique et de l'intensité de
['utilisation des terres (altération de leur habitat, utiles pour la gestion des ressources
naturelles ; Zedda et Rambold, 2015). En effet, certaines espéces de lichens peuvent tolérer
des niveaux de pollution assez élevés, quand d’autres disparaissent au moindre changement
d’environnement. Les métabolites lichéniques contrélent I'homéostasie des métaux en
favorisant I'absorption de certains cations métalliques et en réduisant I'adsorption des
autres. lls favorisent donc la tolérance des lichens aux métaux lourds dans les zones polluées
(Molnar et Farkas, 2010). Ainsi, la sensibilité des lichens aux métaux lourds est spécifique de
I'espéce.

I.7. Le genre Nephroma
Nephroma vient du grec nephrds (rein), faisant référence a la forme de l'apothécie. Le

genre Nephroma (anciennement inclus dans les Peltigeracées) est actuellement placé dans

sa propre famille, les Nephromatacées (Tableau 1).

Tableau 1 : Classification du genre Nephroma

Régne Fungi

Embranchement  Ascomycetes

Classe Lecanoromycétes
Ordre Peltigerales
Famille Nephromatacées
Genre Nephroma
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1.7.1. Ecologie et répartition géographique

Les lichens du genre Nephroma sont des cyanolichens répartis dans le monde entier
(Figure 8) avec une trés faible présence en zone tropicale. Le genre compte environ 40

especes.

Figure 8 : Répartition du genre Nephroma Ach.
49 107 enregistrements géo-référencés
Source : https://www.gbif.org/species/2601179

Toutes les espéces du genre forment un groupe monophylétique (Lohtander et al.,
2002). Elles affectionnent plus particulierement les milieux forestiers montagneux humides.
Ce sont des especes réputées indicatrices de vieilles foréts dont certaines espéces sont
utilisées pour le calcul d’un indice de continuité écologique en milieu forestier

(ex. N. laevigatum ; N. parile).

Les especes retrouvées en France sont: N. laevigatum ; N. parile; N. bellum;

N. resupinatum et N. tangeriense (Roux et coll., 2017; Van Haluwyn et al., 2009).

I.7.2. Structure et morphologie

Les espéces du genre Nephroma ont toutes un thalle foliacé stratifié avec un cortex bien
développé sur les deux surfaces. L'apothécie est formée sur la surface inférieure, qui est plus
tard redressée pour exposer I'nyménium vers le haut. L'ascome est initialement interne avec
une couverture végétative qui s'ouvre par une fente a la face inférieure du thalle. Les
ascospores sont allongées, transversalement septées et brunes. Les sorédies (ex. N. parile)

ou les isidies (ex. N. resupinatum) sont présents dans la plupart des especes de Nephroma.

La majorité de ces especes est bipartite toutefois certaines sont tripartites (Lohtander et
al., 2002). Le terme bipartite désigne les espéces qui ne possédent qu'une seule composante
photosynthétique, les cyanobactéries (Nostoc), qui forment une couche de photobiontes
plus ou moins continue sous le cortex supérieur. A l'inverse, chez les espéces tripartites,
deux composants photosynthétiques sont présents. Les algues vertes (Coccomyxa) forment

la couche de photobiontes sous le cortex supérieur et les cyanobactéries sont confinées dans
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des structures spécialisées appelées céphalodies (structures de formes variées), elles

peuvent étre internes dans la médulle (ex. N. arcticum, Figure 9) ou externes sur la surface

inférieure (ex. N. australe) (Lohtander et al., 2002).

Nephroma arcticum i
. J1 BMartin (S
X \‘ A
e 3 '
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<

Nephroma arcticum

Figure 9 : Céphalodies internes a la médulle
Source : http://www.afl-lichenologie.fr/Photos_AFL/Photos_AFL_Liste.htm

[.7.3. Composition chimique

Dans leurs travaux, James et White ont divisé le genre Nephroma en sept groupes fondés
sur les métabolites biosynthétisés par ces espéces (James et White, 1987; White et James,
1988). Trois groupes ont été identifiés chez les espéces francaises (groupes 1, 3 et 4). En
effet, certaines especes produisent une large gamme d’anthraquinones
(G3 ex. N. laevigatum et N. tangeriense), de triterpénoides (G4 ex. N. parile, N. bellum et
N. helveticum) tandis que d'autres ne produisent aucunes substances lichéniques visibles par
chromatographie sur couche mince classique (G1 ex. N. resupinatum)

(James et White, 1987).

I.7.4. Description botanique de Nephroma laevigatum
Le lichen Nephroma laevigatum Ach. est une espéce de la famille des Nephromatacées,

dont le photobionte est une cyanobactérie du genre Nostoc.

Ce lichen peut se trouver sur des troncs recouverts de mousses dans des foréts humides,
également sur des murs et des roches particulierement en situation océanique. C'est une

espéce indicatrice de vieilles foréts.

La face supérieure du thalle est gris-brun a brun-rouge plus ou moins foncé a I’état sec et
brun verdatre tres foncé a I’état humide. Les lobes sont arrondis de 0,2 a 1 cm de large, plus
ou moins imbriqués, ascendants sur les bords. La face inférieure du thalle est plus ou moins
ridée ou sillonnée, brun-roux, noiratre au centre. La médulle est de couleur jaune clair a
ocre. Les apothécies, sous formes de disques bruns, sont presque toujours présentes
naissant a la face inférieure de I'extrémité des lobes qui se retourne ensuite (Figure 10).
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Figure 10 : Observation a la loupe binoculaire des apothécies de Nephroma laevigatum Ach.
Son thalle est de type foliacé de structure hétéromere (Figure 11), sans sorédies et
pouvant atteindre jusqu’a 10 cm de diameétre. Les réactions thallines spécifiques de cette
espece sont la coloration rouge carmin de la médulle avec quelques gouttes de potasse

(réactif K) et orange avec le réactif P (para-phényldiamine).

Cortex mycélien
supérieur

Cyanobactéries
enserrées par des —
hyphes mycéliens

Cyanobactéries
de type Nostoc

Zone médullaire —
Hyphe mycélien

Asque avec

spores Cortex mycélien

inférieur

Figure 11 : Coupe transversale de Nephroma laevigatum
observée au microscope optique (grossissement x400)

Les ascospores sont incolores a brunatres a 3 cloisons elliptiques, 17-20 x 5-7 um

(Figure 12).

Figure 12 : Ascospores de Nephroma laevigatum
observées au microscope optique (grossissement x400 et x1000)

L'espece la plus proche de N. laevigatum est N. bellum. C'est une espéce surtout
retrouvé en montagne (nord-boréale a continentale) alors que N. laevigatum est beaucoup
plus océanique (Van Haluwyn et al., 2009). Cette espece se différencie par une médulle
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blanche (jaune clair a ocre pour N. laevigatum) et une réaction négative au réactif K
(potasse). Toutefois, ces deux lichens peuvent étre confondus avec deux espéces voisines, a
savoir, N. helveticum et N. resupinatum (Figure 13). La principale différence étant que

N. laevigatum et N. bellum ont leurs faces inférieures glabres.

Nephroma laevigatum Nephroma bellum Nephroma helveticum Nephroma resupinatum

Figure 13 : Photos des différentes espéces pouvant étre confondues avec Nephroma laevigatum.
Source : https://www.gbif.org/species/2601179

De plus, I'étude des champignons endolichéniques associés a N. laevigatum n’a fait
I'objet, a notre connaissance, d’aucune publication, d’olu notre intérét plus particulier pour
cette espece (cf. Partie B). En effet, seul I'étude des champignons endolichéniques de

N. articum a été publiée (Arnold et al., 2009).
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Chapitre Il. Métabolites lichéniques

Le point de départ de la lichénologie a été établi avec les travaux de Zopf et Hesse. En
1907, Zopf publie ses travaux sur 150 composés lichéniques (Zopf, 1907). En 1912, environ
180 substances ont été décrites chez les lichens (Hesse, 1912). En 1954, Asahina et Shibata,
ont publié leurs travaux dans le livre « Chemistry of Lichen Substances » contenant des
structures de nombreux composés, des méthodes d'isolement, de purification et
d'identification de substances lichéniques notamment des méthodes de micro-cristallisation.
L'utilisation de la chromatographie sur couche mince a été ajouté par Culberson et Elix dans
les années 70 en recensant plus de 430 molécules lichéniques (Culberson et Elix, 1989).
L'ouvrage de référence des substances lichéniques a été publié par Huneck et Yoshimura en
1996 (Huneck et Yoshimura, 1996). En 2008, environ 1050 métabolites spécialisés ont été
identifiés (Stocker-Worgotter, 2008). Une troisieme édition du catalogue des substances

lichéniques a été publié par la suite en 2014 (Elix, 2014).

Les lichens produisent une grande variété de métabolites primaires et spécialisés (ou
secondaires). Les métabolites primaires (protéines, acides aminés, polyols, polysaccharides
et vitamines) sont produits a la fois par le photobionte et le mycobionte. Ils ne sont pas
spécifiques des lichens (Stocker-Worgotter, 2008). Les métabolites spécialisés sont produits
par le mycobionte et s'accumulent dans le cortex (comme la pariétine, I'acide usnique,...) ou

dans la couche médullaire.

Le photobionte peut également avoir une influence sur le métabolisme secondaire du
mycobionte (Molnar et Farkas, 2010). Chez certaines espéeces de lichens, les composés
spécialisés sont en concentration plus élevées dans les structures reproductrices que dans
les parties végétatives du thalle (Delebassée et al., 2017; Le Pogam et al., 2016; Hyvéarinen et
al., 2000). En plus de ces différences au sein du thalle lichénique, les métabolites présents
chez les individus d'une méme espéce peuvent également différer selon les conditions
environnementales (Boustie et Grube, 2005; Delebassée et al., 2017). Ainsi, les lichens
offrent une grande diversité de métabolites avec une large gamme de structures et

d’activités biologiques.
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II.1. Voies de biosynthése
La voie des acétates polymalonates est la plus représentée par rapport a celles de I'acide

mévalonique et de I'acide shikimique chez les lichens (Figure 14).

. ) anthraquinones xanthones,
polysaccharides acide usnique
chromones

glucose
erythritol
ribitol

mannitol
\ malonyl-CoA /

glycolyse

CHAMPIGNON sucres ——— acétyl-CoA

— acides aliphatiques

Cycle des
pentoses
phosphates

— O\

Voie de 'ACIDE

acides aminés acide B-orsellinique acide orsellinique
MEVALONIQUE et homologues
Voie de 'ACIDE /
SHIKIMIQUE _—
Q terpénes caroténoides para-depsides ———— tridepsides

meta-depsides

acide phénylpyruvique l \
tetradepsides
stéroides

phénylalanine terphénylquinone

\‘ depsones
l / diphényl ethers

dérivés de ['acide

benzyl esters

pulvinique depsidones dibenzofuranes

Figure 14 : Voies de biosynthése probables menant aux principaux groupes
de métabolites spécialisés du lichen (adapté de Elix and Stocker-Worgotter, 2008)

e La voie des acétates polymalonates, permet la synthése d'une multitude de
composés et dérivés formant une large famille, structurellement diversifiée de

produits naturels spécifiques ou non des lichens (Elix et Stocker-Worgotter, 2008 ;

Figure 15).
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Figure 15 : Structures de quelques précurseurs des polycétides aromatiques
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Ces métabolites appartiennent a la famille :

+» Des polycétides aromatiques (Figure 16): depsides, depsidones, depsones et

diphényléthers,

dibenzofuranes tel

que [l'acide usnique,

naphtoquinones, xanthones, chromones, ...

anthraquinones,

De plus, les diphényléthers sont relativement rares chez les lichens par rapport

aux depsides et depsidones. Plus récemment, les xanthones d’origine lichénique

ont fait I'objet d’'une revue (Le Pogam et Boustie, 2016) ainsi que les

dibenzofuranes et leurs dérivés (Millot et al., 2016).
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X Atranorine (depside)
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Figure 16 : Structures de quelques polycétides aromatiques

¢ Des acides aliphatiques (Figure 17) : di- et triacides gras et y-lactones.

OH

Cy3Hz7! o o

Acide lichestérinique (y-lactone)

HsC

Acide roccellique (diacide gras)

Acide rangiformique (triacide gras)

HO o

Figure 17 : Structures de quelques acides aliphatiques

Aurélie LAGARDE | Thése de doctorat | Université de Limoges | 20 décembre 2017

(@) B¥-NC-ND |

39



e La voie de l'acide shikimique, permet la biosynthése des acides aminés aromatiques
(tyrosine, phénylalanine et tryptophane) et de quelques substances azotées. Cette
voie est principalement utilisée pour la synthése des dérivés de I'acide pulvinique

(Figure 18) ou des mycosporines (Favre-Bonvin et al., 1987) chez les lichens.
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COOH

(o]
@ o
COOH
| N X
Ho\\\\\“ - OH L
B OH COOH 2
OH

. o i . Phénylalanine
Acide shikimique Acide pulvinique

Figure 18 : Structures chimiques de I’acide shikimique, de la phénylalanine
et des composés dérivés de I’acide pulvinique

Des études sur la biosynthese des métabolites des lichens Letharia vulpina (Mosbach,
1964) et Pseudocyphellaria crocata (Maass et al., 1964), produisant des pigments jaunes,
I'acide vulpinique (substance toxique) et la calycine, ont montré que la phénylalanine et
I'acide shikimique (Figure 18) sont des précurseurs de ces métabolites (Stocker-Worgotter,
2008). Un autre composé typigue synthétisé par des especes du genre Rhizocarpon, est
I'acide rhizocarpique (Figure 18) (Stocker-Worgotter, 2008). Ce type de composé n’est pas
spécifique des lichens car des dérivés de I'acide pulvinique sont également retrouvés chez

des Basidiomycetes (Gill, 2003; Kanokmedhakul et al., 2003; Velisek et Cejpek, 2011).

e La voie de I'acide mévalonique, permet la synthese de terpenoides et stéroides. Ces
composés ne sont pas spécifiques des lichens, ils sont communs a d'autres
organismes. Ces dérivés forment une famille de produits naturels a partir d’unités
isopréniques (Figure 19).

Des monoterpénes (chez Evernia punastri), quelques diterpénes, sesquiterpénes et
sesterterpenes ont été isolés des lichens (Huneck et Yoshimura, 1996; Joulain et Tabacchi,
2009). Les triterpénes constituent la famille la plus importante répertorié chez les lichens
avec plusieurs squelettes (dammaranes, hopanes, stictanes, oléananes, lupanes,

taraxastanes, ...) (Joulain et Tabacchi, 2009).

Aurélie LAGARDE | Thése de doctorat | Université de Limoges | 20 décembre 2017 40

(@) BY-NC-ND | mEN|


file:///C:/Users/Aurélie/Desktop/18%23_Hlk497262441
file:///C:/Users/Aurélie/Desktop/18%23_Hlk497262441
file:///C:/Users/Aurélie/Desktop/18%23_Hlk497262441

CH,

o o

o o )k/\ (‘:‘) ﬁ
B —— HOOC B —— — P—O—P—O"
)k _coa OH O—P—O0—P—O0
S

Acétyl-CoA Acide mévalonique

Isopenténylpyrophosphate (C5)

Géranylgéranylpyrophosphate (C20)

l

Diterpénes (C20)
Caroténoides (C40)

Géranyldiphosphate (C10)

l

Monoterpenes (C10)

Squaléne (C30)

l

Triterpénes (C30)
Stéroides (C27 ; C28)

Figure 19 : Structures des précurseurs des composés de la voie de I’acide mévalonique.

L’ergostérol (stéroide) ou la zéaxanthine (caroténoide) sont des métabolites (Figure 20)

biosynthétisés respectivement par Cladonia rangiferina et Pleurosticta acetabulum (Huneck

et Yoshimura, 1996), mais également chez les basidiomycétes. La zéorine quant-a elle est

spécifigue du métabolisme fongique et lichénique (ex. Leprocaulon microscopicum).

Plusieurs types de stérols ont été isolés, les cholestanes étant majoritaires (Joulain et

Tabacchi, 2009).

AN
HO Ergostérol
) G e e e P N
HO Zéaxanthine

Figure 20 : Structures de produits dérivés de la voie de I'acide mévalonique

II.2. Composés isolés de Nephroma laevigatum

Les métabolites isolés de Nephroma laevigatum sont relativement peu nombreux

(Figure 21). Parmi ces composés, plusieurs anthraguinones comme |I'’émodine ainsi que ses
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dérivés chlorés ont été isolés (Cohen et Towers, 1995, 1996). La présence de I’hopane-
6a,73,22-triol (ou 6a,7f3,22-trihydroxyhopane), molécule triterpenique a également été
décrite dans la littérature (Wilkins, 1980) ou encore, plus récemment une mycosporine

hydroxyglutamicol (Figure 21) (Roullier et al., 2011).

. OH o OCH
oH 0 OR R =R =R”=H > Emodine ?
R R=Cl; R =R" = H > 7-chloroémodine c

R =Cl; R =CHjs; R” = H > 7-chloro-1-O-méthylémodine O‘O

R =CI; R =H; R”=CH; > 7-chloro-6-O-méthylémodine HO CH.OH
R"O CH;,3 R =Cl; R = CHs; R” = CHs > 7-chloro-1,6-di-O-méthylémodine 2
o R =H ;R =CHs; R”=H 2> 1-O-méthylémodine o
7-chloro-1-O-methyl-w-hydroxyémodine
OH (o] OH
o

Cl R
OCH;3 O‘O
HO CHs

HO
HO' NH HO CH,
OH [¢]] R
COOH OH O  OH
Mycosporine hydroxyglutamicol R =H - 7,7’-dichlorohypericine Hopane-6a.,7f,22-triol

R =ClI > 2,2",7,7'-tetrachlorohypericine

Figure 21 : Structures des métabolites isolés chez Nephroma laevigatum

I1.3. Activités biologiques

Le role des métabolites secondaires lichéniques est encore peu connu. Cependant, ils
joueraient probablement un réle de protection contre les attaques environnementales
(herbivores, pathogénes, irradiation UV, ...). De ce fait, beaucoup de métabolites isolés des
lichens présentent de multiples activités biologiques (Tableau 2).

Tableau 2 : Quelques exemples de métabolites secondaires lichéniques et leurs activités biologiques associées

Métabolites secondaires

R Lichens Activités biologiques Références
lichéniques
Acide stictique Usnea articulata Activités antioxydantes et photoprotectrices  Lohézic-Le Dévéhat et al., 2007
Méthyl haematommate Stereocaulon ramulosum Activités antifongiques, antibiotiques Hickey et al., 1990

Nephroma laevigatum et

5,7-dichloroémodine . Activités anti-HSV, antivirales Cohen et al., 1996
Heterodermia obscurata
Acide lobarique Stereocaulon alpinum Activités antiprolifératives, cytotoxiques Ogmundsdottir et al., 1998
Atranorine Physcia aipolia Activités antimicrobiennes Molnar et Farkas, 2010

A I'heure actuelle, plusieurs travaux montrent le fort potentiel des métabolites
secondaires lichéniques dans la recherche de composés bioactifs (Boustie et Grube, 2005;

Molnar et Farkas, 2010; Shrestha et St. Clair, 2013; Shukla et al., 2010).
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Chapitre lll. Résultats et discussion

lll.1. Récolte et identification de Nephroma laevigatum

Le choix des sites de récolte a été effectué selon les données de I’AFL (Association
Francaise de Lichénologie) et des fiches issues de l'inventaire ZNIEFF (Zone Naturelle
d'Intérét Ecologique, Faunistique et Floristique). La Région Nouvelle Aquitaine (résultant de
la fusion des anciennes régions Aquitaine, Limousin et Poitou-Charentes) a été privilégiée
offrant une multitude de lieux propices au développement des lichens. De ce fait, trois sites
de récoltes ont été sélectionnés: un en Corréze, un autre en Gironde et un dernier en

Charente.

Des travaux de collectes ont été organisés sur les différents sites (Figure 22). Cinquante
grammes de lichen ont été récoltés sur les troncs d’arbres feuillus en Corréze en vue d’une
étude phytochimique du lichen et de la mise en culture des champignons endolichéniques.
Pour le site de Gironde, seule la mise en culture des champignons endolichéniques a été
entreprise. Une faible quantité de lichen a ainsi été récolté également sur les troncs d’arbres
feuillus, afin de préserver I'équilibre écologique du lieu de récolte. Cependant, ce lichen n’a
pas été retrouvé sur le site de Charente bien qu’il ait été répertorié en 1998 par I’Association
Francaise de Lichénologie (Bull. d’inform. AFL, 1998). Cette absence serait probablement due
aux changements environnementaux du lieu de récolte (construction d’une route a

proximité du site).

L'identification du lichen a été réalisée dans un premier temps par observation
macroscopique. Les critéres spécifiques de ce lichen ont tous été retrouvés (cf. 1.7.4).
Notamment la présence d’apothécies (disque brun) naissant sur la face inférieure de
I’extrémité des lobes. De plus, cette caractérisation a aussi été confirmée par I'utilisation de

clés de détermination des lichens (cf. Annexe 1).

Corréze Gironde

03-10-2014 16-05-2015
Figure 22 : Nephroma laevigatum sur son substrat avant récolte
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Au niveau chimique, la médulle de Nephroma laevigatum se colore en rouge carmin avec

guelques gouttes de potasse (K+) et en orange avec le para-phényldiamine (P+).

I1l.2. Extractions successives
Apres récolte, le lichen a été trié minutieusement afin d’enlever les éléments étrangers
tels que la mousse, I'écorce, la terre,... puis séché a I'air libre et broyé. Une masse de 50 g de

lichen a ainsi été obtenue.

L’extraction séquentielle a été privilégié par rapport a une extraction classique (une seule
étape d’extraction), dans le but d’optimiser les rendements et d’extraire le plus grand
nombre de métabolites lichéniques. Les extractions successives par macération ont ensuite
été mises en ceuvre avec des solvants de polarités croissantes (dichlorométhane et acétone)
(Figure 23). La macération est réalisée a température ambiante (TA) afin d’éviter la
dégradation de certains composés (notamment les depsides, sensibles a la chaleur) et sous
agitation, jusqu’a I'obtention d’un filtrat incolore. Apres évaporation a sec des extraits, les
rendements massiques des différentes extractions ont été calculés. L'extrait
dichlorométhanique (DCM) et I'extrait acétonique (AC) ont obtenus un rendement massique

de 5,86% et 1,26% soit une masse de 2,92 g et 0,63 g respectivement.

Lichens broyés (50 g) |

Dichlorométhane
10x 500 mL
Sous agitation, TA

Jusqu'a
épuisement

Extrait DCM
Marc 292¢g
R Acétone
Jusaua | 5y 500 mL

épuisement

Sous agitation, TA

Extrait AC
Marc 0,63g

Figure 23 : Schéma général d’extractions de Nephroma laevigatum.

I11.3. Profilage chimique des extraits lichéniques
111.3.1. Chromatographies sur couches minces (CCM) et CLHP-DAD

Les profils chimiques des deux extraits ont été analysés par CCM (Figure 24) et CLHP-DAD
(Figure 25). Les extraits sont repris dans I'acétone a une concentration de 1 mg/mL et un
dépbt de 10 pL est ensuite réalisé sur les plaques CCM. L'utilisation de plusieurs systemes
d’éluants a permis de mettre en évidence la complexité des deux extraits. Les plaques CCM
ont été observées sous lumiére UV (254 et 365 nm) puis révélées par I'anisaldéhyde
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sulfurique (ANS) (Figure 24). Ce révélateur permet de mettre en évidence différentes

familles de molécules (ex. triterpénes, dibenzofuranes, depsides, ...).

L’extrait DCM est notamment riche en anthraquinones. En effet, elles sont caractérisées,
avant coloration par 'anisaldéhyde sulfurique, par des taches jaune-orange sur les plaques

CCM (Figure 24).

Figure 24 : Analyse par CCM des extraits DCM et AC
Eluant a : CeHi2/ACOEL 80/20 (v/V) ; et éluant b : n-CsH14/AcOEt 40/60 (V/V).
Observation sous UV (254 et 365 nm) puis révélation par I'anisaldéhyde sulfurique.

L’analyse par CLHP-DAD (Figure 25) met en évidence les composés majoritaires,
absorbants sous UV, des extraits lichéniques. Les profils UV et les temps de rétention des

différents signaux observés ont été comparés aux données de la littérature.

0.22]

) 7-chloroémodine
L

Emodine

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 50.00

0.025+
Emodine

- 0.020]
2

0.015-

3 7-chloroémodine
f”

0.010

13.779

0.005

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 50.00

Mnutes

Figure 25 : Profils phytochimiques des extraits DCM (a) et AC (b)
obtenus par analyse CLHP-DAD (a 254 nm)

Ainsi, la présence de I'émodine a été confirmée dans les extraits DCM et AC avec un
temps de rétention de 13,5 et 13,8 min respectivement (Figure 25) et des Amax @ 221 ; 253 ;

266 ; 281 et 442 nm (Figure 26). La présence de la 7-chloroémodine a aussi été détectée
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dans les deux extraits lichéniques avec un temps de rétention de 17,4 et 17,8 min

respectivement (Figure 25) et des Amax a 222 ; 271 et 434 nm (Figure 26).

17.472 Peakc 12

222.1

0 2000 26000 28000 30000 32000

34000 35000 3000 40000 42000 44000 45000 40000 50000

4344

2000 54000 Sadcd Sedo0

22000 24000 26000 28000 30000 32000 34000 36000 33000 40000 42000 44000 46000 48000 5000 52000 4000 5600 58000

Figure 26 : Spectre UV de I’émodine et de la 7-chloroémodine de I’extrait DCM

De plus, les profils UV de certains signaux laissent supposer que ces composés

appartiennent a la méme famille que I'émodine et la 7-chloroémodine ou possédant des

structures voisines (Tableau 3).

Tableau 3 : Récapitulatif des différents signaux observés dans I’extrait DCM

Pics  Temps de rétention en min Absorbances (nm) Spectre UV
1 2,49 269 /\ .
2 3,77 218;281; 421 M
i
A
3 5,72 219;251;286 AN
J'\‘ /\
4 6,67 223;271;433 V o
5 7,32 221;279; 422 % &
6 8,66 222252288 ; 445 M
7 11,76 239;252;294 ;305 ; 515 /\v\
8 12,72 278 ;360 ‘*wd&
10 14,96 278 ; 359 \“L
:
11 15,77 280; 359 \r
12 25,66 280; 356 MM
|
13 36,76 223;271;310; 436 M

Les signaux 2; 4; 5 et 13 présentent un profil UV similaire a la 7-chloroémodine. Les

signaux 2 et 5 pourraient correspondre a la 8-O-méthylfragiline ou la 1-O-méthyl-7-

chloroémodine (composés déja isolés de Nephroma laevigatum).
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Les signaux 3 et 6 ont quant-a eux un profil UV proche de celui de I'’émodine. Les signaux
8;10; 11 et 12 possedent des temps de rétention différents mais leurs profils UV sont quasi
identiques. Ces quatre composés seraient probablement de la méme famille dont les
structures sont proches. Par contre, les signaux 1 et 7 sont complétement différents et ne

correspondent pas a des composés déja isolés de Nephroma laevigatum.

La comparaison des profils UV de I'extrait AC avec la littérature (Cohen et Towers, 1995;
Roullier et al., 2011) n’a pas permis de mettre en évidence la présence d’autres composés

lichéniques déja répertoriés dans ce lichen.

[11.3.2. Réseaux moléculaires

Afin d’appréhender la diversité chimique de Nephroma laevigatum, des réseaux
moléculaires ont été réalisés sur I'ensemble des données LC-MS/MS (haute résolution ;
cf. Partie C § IV.5) des deux extraits lichéniques a l'aide de la plateforme GNPS

(http://gnps.ucsd.edu) et visualisés par I'utilisation du logiciel Cytoscape (Figure 27).

Cette représentation a pour but d’ordonner, de visualiser et de mettre en évidence les
interconnexions des différents composés présents dans les extraits par 'utilisation de leurs
données LC-MS/MS. Les composés sont alors représentés sous forme de nceud. Leurs
connexions tiennent compte des voies de fragmentation des composés. Elles sont
symbolisées par des liaisons plus ou moins épaisses, en fonction de la similarité des spectres

MS/MS.

Apres analyse du réseau moléculaire, plusieurs composés déja isolés de Nephroma
laevigatum ont pu étre positionné dans le réseau (Cohen et Towers, 1995). Ainsi, la présence
de I’émodine, de la 7-chloro-1,6-di-O-méthylémodine, de ’hopane-6a,7f3,22-triol et de la 7-
chloro-1-O-méthyl-m-hydroxyémodine a pu étre constatée (Figure 27; cercles rouges).
Cependant la 7-chloroémodine isolée lors de I'étude phytochimique n’apparait pas dans le
réseau. Ceci s’explique notamment par une non fragmentation de I'ion pseudo-moléculaire a

m/z 305 [M+H]" (présent dans le spectre de masse) dans les conditions utilisées.
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[ Extrait DCM

I Extrait AC
Cluster 2

Correspondances avec
les bases de données du GNPS ‘ ‘ \ .

Cluster 3

Cluster 1

Figure 27 : Réseau moléculaire obtenu aprés visualisation par Cytoscape
des interconnexions des spectres MS/MS des différents extraits lichéniques
Les cercles rouges correspondent aux molécules connues et isolées de Nephroma laevigatum et
les cercles noirs aux composés étudiés proche de I'nopane-6a,7p,22-triol (m/z 461 [M+H]")
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Le cluster [1] est constitué de quatre anthraquinones structuralement proches. Le
spectre MS/MS de I'ion pseudo-moléculaire a Tz = 22,7 min, montre la présence d’un ion
précurseur a m/z 319 [M+H]", un pic intense & m/z 304 [M+H-CH,4]", un pic 8 m/z 276 [M+H-
CH,-CO]" et un pic @ m/z 289 correspondant a I'ion [M+H-CH,0]". Cependant, aprés analyse
d’un autre spectre MS/MS a Tg = 23,4 min, des fragments similaires ont été obtenus
(cf. Annexe 3 et figure 29). Ainsi, la comparaison de ces deux spectres MS/MS n’a pas permis
de différencier deux composés souvent rencontré chez les lichens a savoir, la fragiline et la
1-0O-méthyl-7-chloroémodine (m/z 319 [M+H]") (Figure 28), de formule brute CigH1:ClOs,
confirmé par la présence sur le spectre de masse, d’un amas isotopique en accord avec les
atomes de *Cl et *'Cl (cf. Annexe 3).

Fragiline 1-O-méthyl-7-chloroémodine

OH O OH O o
Cl Cl
/o l I HO l l l

o o

Figure 28 : Structures planes de la fragiline et de la 1-O-méthyl-7-chloroémodine
du composé a m/z 319 [M+H]"

OH

Fragiline
®
OH, O OH H, o OH
Cl Cl
B ——
/0
(o] (o]
C1gH12CI0s" C15H1CIO4
Exact Mass: 319.03678 Exact Mass: 289.02676
-CH,
® ®
OH, o OH OH, o OH
Cl Cl
-co
B —
0 ‘o
o
C15HgClOs™ C14HgCIO,™

Exact Mass: 304.01330 Exact Mass: 276.01839

Figure 29 : Schéma de fragmentation de la fragiline

Le composé a m/z 333 [M+H]" présente les fragmentations caractéristiques des
anthraquinones (cf. Annexe 4) et similaires a la fragiline. Il a été identifié comme étant la
7-chloro-1,6-di-O-méthylémodine (Figure 30). Cette molécule a été isolée lors de I'étude
phytochimique de I'extrait DCM. Ainsi, lors de I'analyse LC-MS/MS, elle a été injectée dans

les mémes conditions que les extraits bruts et révélée sur le réseau moléculaire.
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7-chloro-1,6-di-O-méthylémodine

@ )
%H, o o— OH, O o OH O
cl Cl cl
-Co
[o] o o}
/ / /
o o o
Cy7H14ClO5* C1gH11CIOs™ C15H11CIO,

Exact Mass: 333.05243 Exact Mass: 318.02895 Exact Mass: 290.03459

\CHQO
@
OH, O ®oH, O
Cl cl
O‘ —_—
/ °
o /
C16H12CIO4

C15H12CIO5
Exact Mass: 303.04241 Exact Mass: 275.0475

Figure 30 : Schéma de fragmentation de la 7-chloro-1,6-di-O-méthylémodine

\

Le cluster [1] a aussi permis de mettre en évidence un composé a m/z 304 [M+H]"
structuralement proche de la fragiline et la 1-O-méthyl-7-chloroémodine. Cependant,
aucune correspondance avec des molécules connues de Nephroma laevigatum a été
trouvée. Ainsi, une proposition de structure a été faite accompagnée d’'un schéma de
fragmentation (Figure 31) en accord avec sa formule brute (C14H19CIN3O3). L'ion précurseur a
m/z 304 [M+H]" (cf. Annexe 4) de ce composé étant de masse paire, la présence d’un nombre

impair d’atomes d’azote est compatible avec sa formule brute.

@ @
NH, o OH, NH, (o] OH, NH, [o]
Cl Cl cl
O‘O - O‘O . O‘O
HoN NH, NH, NH, NH,
[o} o (o}

Cl
C14H11CINZO5" C14H10CIN,O5* C14HsCIN,O,
Exact Mass: 304.04835 Exact Mass: 289.03745 Exact Mass: 272.03526
NH
-co _co Ci2HgCIN,
Exact Mass: 216.04543
<]

2

NH, O OH, NH, O
cl cl
0.0 = 0.0
—_—
NH, NH,
C13H10CIN 05" C13HgCIN,O

Exact Mass: 261.04253 Exact Mass: 244.04034

Figure 31 : Schéma de fragmentation du composé inconnu cluster [1] (m/z 304 [M+H]").

De plus, I'’émodine présente dans le réseau n’a pas été relié a un cluster. En effet, elle se
retrouve dans la zone des composés reliés a eux-mémes (spectre de fragmentation avec
aucunes correspondances avec d’autres spectres). Son spectre MS/MS (cf. Annexe 4) montre

la présence d’un ion pseudo-moléculaire m/z 271 [M+H]" trés intense ainsi deux autres ions
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fragments intenses @ m/z 225 et 197 correspondant respectivement a [M+H-H,0-CO]" et
[M+H-H,0-2CO]". Les ions fragments & m/z 252 [M+H-H,0]"; m/z 243 [M+H-CO]" et m/z 169
[M+H-H,0-3CO]" sont peu intenses. Les fragmentations sont caractéristiques des
anthraquinones (Figure 32 ; Wu et al, 2001). De plus, I'émodine n’est pas une
anthraquinone chlorée contrairement aux composés du cluster [1]. Ainsi, la présence de
I'atome de chlore en o du groupement OH empéche la perte d’H,O contrairement au cas de
I’émodine, ce qui explique son absence dans ce cluster.

Emodine

Exact Mass: 24306510
c 5H 105"
Exact Mass: 271.06010 Exact Mass 253 04954
-H0

-Cco

&a—t

197.06025 Exact Mass 225 05517

L OO,

Cy2Hg0"
Exact Mass: 169.06479

Exact Mass 243 06519

Figure 32 : Schéma de fragmentation de I’émodine

L’analyse de ce réseau moléculaire a permis de mettre en évidence un autre cluster [2]
constitué de terpénes structuralement proches de [’hopane-6,7,22-triol (ou 6,7,22-
trihydroxyhopane). Ce composé a déja été isolé de Nephroma laevigatum (Huneck et
Yoshimura, 1996). Cette molécule a été précédemment isolée au laboratoire. Ainsi, lors de
I’analyse LC-MS/MS, elle a été injectée dans les mémes conditions que les extraits bruts et
révélé sur le réseau moléculaire. Sur son spectre MS/MS, I'ion précurseur [M+H]" & m/z 461
n’est pas observé. Le composé étant hydroxylé, la perte de groupements hydroxylés sont
favorisés par déshydratation au niveau de la source et fournit les ions a m/z 407 [M+H-
3H,0]"; 389 [M+H-H,0-C4Ho] et @ m/z 372 [M+H-H,0-C4Ho-CHO]". La rupture de la liaison
C8—C4 est favorisée et conduit aprés transformation aux différents fragments de faibles
masses mais intenses (Shiojima et al.,, 1992). L’ion a m/z 221 est généré par la rupture de la
liaison C8—C4 et C11-C12. A partir de cet ion, la perte de C4H4 produit I'ion a m/z 167 et la
perte d’H,0 fournit I'ion a m/z 149. La formation des ions fragments les plus intenses a m/z
107 ;109 ; 121 et 135 sont présentés Figure 33.
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Figure 33 : Schéma de fragmentation de I’hopane-6,7,22-triol

Les autres composés de ce cluster ont été identifiés d’aprés les fragmentations
caractéristiques des triterpénes ayant un squelette hopane et schématisé pour plusieurs
composés sélectionnés dans pour une premiéere analyse par rapport a leur connexion avec
I’hopane-6,7,22-triol.

Le composé a m/z 433 [M+H]" a été identifié comme étant la 29,30-nor-6,7,22-
trihydroxyhopane de formule brute CygH4503 (Figure 34).
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Figure 34 : Schéma de fragmentation de la 29,30-nor-6,7,22-trihydroxyhopane
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Le composé a m/z 405 [M+H]" a été identifié comme étant la 23,24,29,30-tétranor-
6,7,22-trihydroxyhopane de formule brute CysH4405 (Figure 35), d’apres les fragmentations

observées sur le spectre MS/MS.

23,24,29,30-tétranor-6,7,22-trihydroxyhopane
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Figure 35 : Schéma de fragmentation de la 23,24,29,30-tétranor-6,7,22-trihydroxyhopane

Le composé a m/z 417 [M+H]" a été identifié comme étant la 23,29,30-trinor-6,7,22-

trihydroxyhopane de formule brute C3oH4,0,; (Figure 36).

23,29,30-trinor-6,7,22-trihydroxyhopane
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Figure 36 : Schéma de fragmentation de du composé a m/z 417 [M+H]"

Le composé a [M+H]" m/z 445 semble correspondre a la zéorine ou aussi appelée
hopane-60,22-diol de formule brute C3oH4,0, (Figure 37), composé connu comme étant
présent chez certains lichens. Cependant, la zéorine de structure proche de la 6,7,22-
trihydroxyhopane n’a pas montré de lien direct avec ce dernier. Ainsi, une autre possibilité
de structure, en corrélation avec la formule brute, a été proposée (Figure 38).
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Figure 37 : Schéma de fragmentation de I’hopane-6a,22-diol
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Figure 38 : Structures pOSSIb|eS et spectre de fragmentation
du composé a m/z 445 [M+H]" du cluster [2]

Afin de confirmer la présence de la zéorine, une LC-MS/MS d’un témoin pur (disponible

au laboratoire) sera réalisé afin de comparer les spectres de fragmentation. De plus, une

CCM a été réalisée avec différentes fractions de I’extrait dichlorométhanique. L’hypothése

de la présence de la zéorine dans cet extrait semble toute a fait possible. Ainsi, la purification

de ce composé sera réalisée pour confirmer la structure de ce composé par RMN.
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Le composé a m/z 459 [M+H]" a été identifié comme étant la 6,7,22-trihydroxy-hop-

12(13)-ene de formule brute C3oHs003 (Figure 39).
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Figure 39 : Schéma de fragmentation de du composé a m/z 459 [M+H]"

Bien que les terpénes glycosylés soient peu fréquents chez les lichens, le génine (m/z 459
[M+H]") dont I'hétéroside correspond au composé a m/z 621 [M+H]" de formule brute

C36He00s a été identifié (Figure 40).
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Figure 40 : Schéma de fragmentation de du composé a m/z 621 [M+H]"
La présence des dérivés de type nor-hopanes n’est pas surprenante, des composés

proches ont été isolés d’Evernia punastri (Joulain et Tabacchi, 2009).
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Un autre cluster [3] constitué de phospholipides structuralement proches avec des
masses comprises entre 8 m/z 496 [M+H]" et 524 [M+H]"a été identifié (Figure 41). Trois des
guatre composés constituants le cluster ont été identifié par la base de données du GNPS

comme étant des lysophospholipides.
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Figure 41 : Composés identifiés du cluster [3]

En effet, le composé & m/z 496 [M+H]" correspond a la 1-palmitoyl-2-hydroxy-sn-glycero-
3-phosphocholine (Lyso-PC(16:0); C,4HsogNO,P), celui & m/z 522 [M+H]" correspond a la 1-
(9Z-octadecenoyl)-sn-glycero-3-phosphocholine  (LysoPC(18:1(9Z)); CysHs,NO,P) et le
composé a m/z 524 [M+H]" correspond a la 1-stéaryle-2-hydroxy-sn-glycero-3-
phosphocholine (LysoPC(18:0) ; C,6Hs4NO,P). Ainsi par comparaison avec les spectres de ces
trois métabolites, le composé a m/z 520 [M+H]" a été identifié comme étant la 1-(92,12Z-
octadecadienoyl)-sn-glycero-3-phosphocholine (LPC(18:2/0:0) ; C6HsoNO5P). Ces composés

sont trouvés dans les membranes des différentes cellules.

Le composé a m/z 478 [M+H]" a été identifié par la base de donnée du GNPS comme
correspondant a [l'acide 4-[5-[[4-[5-[acetyl(hydroxy)amino]pentylamino]-4-oxobutanoyl]-
hydroxyamino]pentyl amino]-4-oxobutanoique, un dérivé de la desferrioxamine de formule

brute C20H36N40g (Figure 42)

CaoHaoNsOg
(o) m/z: 478.28769

o OH o
\ H
Y NN N\/\/\/N
N N OH + NH;
‘ H
o

OH o

Figure 42 : Structure du composé a m/z 478 [M+H]"

Les composés & m/z 257 ; 594 et 454 [M+H]" ont été aussi identifiés par la base de
donnée du GNPS correspondant respectivement a la 8-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-3,4-
dihydroisochromen-1-one (ou hydrangénol), a la phéophorbide A (intermédiaire de la
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dégradation de la chlorophylle) et a Ila 1-palmitoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-

phosphoéthanolamine (Figure 43).
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Figure 43 : Autres structures des composés identifiés par les bases de données du GNPS

D’autres clusters des composés communs ou non a I'un ou l'autre de ces deux extraits
lichénigques ont été mis en évidence, néanmoins ces métabolites n‘ont pas encore été

identifiés.

De plus, la présence de phtalates dans le réseau a aussi été mise en évidence,
probablement due, aux différents matériels et solvants utilisés lors de I'obtention des deux

extraits lichéniques.

L’absence de molécules de type mycosporine ou mycosporine-like (molécules isolées et
identifiées de Nephroma laevigatum ; Roullier et al., 2011) est due aux solvants utilisés lors
de I'extraction. En effet, ces composés sont majoritairement extraits dans un mélange de

solvant de type eau-méthanol.

Différents composés connus de Nephroma laevigatum ont ainsi pu étre mis en évidence
au sein du réseau moléculaire. Néanmoins, cette technique est dépendante de l'ionisation
des composés et de leur séparation lors de I'analyse LC-MS/MS (haute ou basse résolution).
De plus, les bases de données et le manque d’information concernant ce type de lichen
(cyanolichens) sont encore limités, ne facilitant pas I'identification des métabolites lors de
I'analyse du réseau moléculaire. Ainsi, beaucoup de composés restent encore a identifier. Il
serait important d’isoler les composés dans le but de confirmer leurs structures par d’autres
méthodes spectroscopiques permettant ainsi d’enrichir les bases de données et les

connaissances sur la composition chimique de Nephroma laevigatum.
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ll.4. Evaluation des activités biologiques des extraits lichéniques

[11.4.1. Activités antiprolifératives

L’activité antiproliférative a été évaluée sur une lignée cellulaire cancéreuse colorectale
humaine (HT-29). La viabilité des cellules traitées par les extraits lichéniques DCM et AC est
déterminée par un test au MTT (Freimoser et al, 1999) pendant 24, 48 et 72h, puis
rapportée a la viabilité des cellules témoins évaluée dans les mémes conditions. Les résultats
sont exprimés en pourcentage de viabilité par rapport aux cellules témoins non traitées. Les
Clso (concentration d’extrait nécessaire permettant d’inhiber 50% de la viabilité cellulaire)

sont ensuite calculées.

Tableau 4 : Récapitulatif des différentes Clso (en pug/mL) obtenues pour
les deux extraits lichéniques sur la lignée cellulaire HT-29 (n=3)

24h 48h 72h
Extrait DCM > 100 22,9+1,7 17,3+£3,1
Extrait AC >100 > 100 =100

Ces premiers résultats montrent que, I'extrait lichénique AC a moins d’effet sur la
viabilité cellulaire que I'extrait DCM. En effet, pour I'extrait AC, la Clsg est atteinte seulement
apres 72h de traitement a une concentration de 100 pug/mL, contrairement a I’extrait DCM
qui montre un effet antiprolifératif avec une Clsp de 22,9 + 1,7 ug/mL a 48h et de
17,3 £ 3,1 ug/mL a 72h (Figure 44 et Tableau 4).
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Figure 44 : Effets antiprolifératifs des deux extraits lichéniques sur la lignée HT-29
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[11.4.2. Activité anti-biofilm fongique
Un test d'activité contre la phase de maturation (Figure 45) du biofilm de Candida
albicans (traitement initié aprés 2h d’adhérence et d’une durée de 24 ou 48h) a été réalisé

en présence des extraits lichéniques dichlorométhanique (DCM) et acétonique (AC).
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Figure 45 : Modele de développement du biofilm (Petrova et Sauer, 2016)

Pour chaque extrait testé, les absorbances a 450 nm ont été mesurées et les moyennes
ont été statistiquement comparées a celles du témoin négatif (Test de Kruskal-wallis,
p<0,01). Les concentrations inhibant 50% du développement du biofilm (Clsg) ont ensuite été

calculées.

Tableau 5 : Concentrations inhibant 50% du développement
du biofilm des deux extraits lichéniques (Clso en pg/mL) (n=2)

24h 48h
Extrait DCM 6,25 6,25
Extrait AC 50 12,5

Les extraits lichéniques DCM et AC ont montré un effet anti-biofilm sur la phase de
maturation, a faible concentrations dés 24h de traitement, effet persistant voir s’améliorant
apres 48h de traitement (Tableau 5). En effet, les valeurs de Clsg sont de 6,25 pug/mL a 24 et
48h et de 50 puis 12,5 pug/mL pour les extraits DCM et AC respectivement. L’extrait DCM
possédant la Clsg la plus importante et une activité des 24h persistant dans le temps. Il est
donc le plus efficace contre la maturation du biofilm a Candida albicans.

Les résultats des tests sur le biofilm fongique montrent que les extraits lichéniques
semblent étre une source prometteuse d'agents anti-biofilm de Candida albicans. En
particulier, I'extrait DCM présente une activité a trés faible concentration persistant dans le
temps. Ainsi, une purification des molécules responsables de I'activité anti-biofilm sur la

phase de maturation va étre réalisée par fractionnement bioguidé.
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111.4.3. Activité anti-biofilm bactérien

La formation de biofilm bactérien (Staphylococcus aureus ; Gram positif) a été évalué par

la méthode au cristal violet en présence des deux extraits lichéniques DCM et AC.

Ces premiers résultats montrent que, I'extrait lichénique AC n’a pas d’effet sur la

formation de biofilm a Staphylococcus aureus dans la gamme de concentrations testées

(3 a 100 pg/mL), tandis que I'extrait lichéniqgue DCM montre un faible effet avec une

concentration minimale d’éradication du biofilm de 55,43 + 6,4 ug/mL.

l11.5. Etude phytochimique de Nephroma laevigatum

l11.5.1. Fractionnement et purification

Le fractionnement de I'extrait lichénique dichlorométhanique (DCM) a été réalisé par

CLMP et a conduit a I'obtention de dix-huit fractions (Figure 46).
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Figure 46 : Schéma récapitulatif des purifications des composés issus

de I’extrait DCM de Nephroma laevigatum.

Les fractions obtenues ont été analysées par CCM et regroupées en fonction de leur

profil chromatographique c’est-a-dire présentant une méme composition chimique.

Les purifications des composés sont détaillées dans la partie expérimentale de ce

manuscrit (cf. Partie C § VII.1).
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Quatre métabolites ont été isolés de I'extrait lichénique DCM :
o DCM 1 =Trilinoléine
o DCM 2 = Emodine
o DCM 3 = 7-chloroémodine
o DCM 4 = 7-chloro-1,6-di-O-méthylémodine.

L'identification structurale de ces composés est détaillée dans le paragraphe suivant.

111.5.2. Détermination structurale des composés isolés

[11.5.2.1. Composé DCM 1
Le composé DCM 1 (12,8 mg) a été isolé sous la forme d’un liquide visqueux et incolore.
Le spectre de masse haute résolution (ESI-gTOF) en mode positif, présente un ion pseudo-

moléculaire 8 m/z 879,7430 [M+H]" correspondant a la formule brute Cs7Hog0s.

L’analyse CCM de ce composé peu polaire ainsi que ses spectres protons et carbones

présentent les caractéristiques d’un triglycéride.

L’analyse RMN *H (CDCls, 400MHz ; cf. Annexe 5) de ce composé de poids moléculaire
élevé montre la présence de signaux qui résonnent entre 0,89 a 5,38 ppm correspondant a
un composé trés fonctionnalisé. Quatre signaux déblindés sous forme d’'un multiplet a
5,38 — 5,30 ppm intégrant pour 12H correspondent a I'ensemble des hydrogénes des
doubles liaisons présentes. Ces informations indiquent donc la présence de deux
insaturations par chaine aliphatique. Deux doubles doublets a 4,29 et 4,14 ppm intégrant
chacun pour 2H, traduisent la présence des deux CH,—O de la partie glycérol (H-1 et H-3). Un
multiplet a 5,26 ppm intégrant pour 1H correspond a I’"hydrogene sous forme CH-O de la
partie glycérol (H-2). Un triplet élargi a 2,77 ppm intégrant pour 6H correspond aux
hydrogenes des CH, positionnés entre les doubles liaisons (H-11’). Un multiplet a 2,31 ppm
intégrant pour 6H correspond aux hydrogénes des CH, en a des fonctions esters (H-2). Un
multiplet a 2,05 ppm intégrant pour 12H correspond aux hydrogénes des CH, en o des
doubles liaisons (H-8" et H-14’). Un multiplet a 1,61 ppm intégrant pour 6H correspond aux
hydrogenes des CH, en [ des fonctions esters (H-3’). Un multiplet a 1,24 — 1,37 ppm
intégrant pour 42H correspond aux autres hydrogenes des CH, restants (H-4’, H-5’, H-6’, H-
7', H-15’, H-16" et H-17’). Et pour finir, un triplet a 0,89 ppm intégrant pour 9H traduit la
présence des méthyles terminaux (H-18’). La longueur de la chaine a été confirmée par les

données du spectre de masse.
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1'a
H,C-—0—CO—R,

| 2 1b
HC:—0—CO—R,

1'a
H,C—O—CO—R;

Figure 47 : Structure générale des triglycérides
ou R1, Rz et Rz sont des chaines carbonées d'acides gras

La partie glycérol est confirmée par la RMN 3C (cf. Annexe 5) par la présence de trois
carbones déblindés a 68,9 ppm (CH-O) et a 62,1 ppm (2 x CH,—0). Trois carbonyles a
173,3 ppm (2 x Cl’a) et 172,8 ppm (C1’b) sont caractéristiques des fonctions esters
présentes sur un triglycéride (Figure 47).

Tableau 6 : Données spectrales RMN (400 MHz, CDCl3) et corrélations COSY et HMBC du composé DCM 1

Position OH (J en Hz) oC (ppm) Cosy HMBC
) 04,29 dd (4,3; 11,9) 621 H1p ; H2 —
B 4,14 dd (6,0; 11,9) Hlo; H2
2 5,26 m 68,9 Hila; H1B Cl'b;C1;C3
04,29 dd (4,3 ; 11,9) H1p ; H2 o
3 B 4,14 dd (6,0;11,9) 621 Hio ; H2 Cla;clb;C2;C3
'a 173,3 (20)
1’b i 172,8 (1C) i i
2a 2,31t (7,5) (4H) 34,0 (20) , o
2b 2,32t (7,5) (2H) 34,2 (1) H3 Cla’; C1b'; €375 ¢4’ =7
3 1,61 m 24,9 H2’ ; H4 — H7’ Cl'a;C2a;C2b; C4' —C7'
&-7 1,24-1,37 m 29,1-29,7 H3'; H8' ; H18' C2a;C4 —C7':C3;C8
8 2,05 br q (6,8) 27,2 H10'; H11’; 1,24 — 1,37 C7';CY ; C10’
9 5,30 5,38 m 130,0 2,27 ; HE' C10’; C11’; C12’; C14’
100 5,30 5,38 m 128,1 2,27 : HE' C11’; C12’ ; C14’
11’ 2,77 br t (6,4) 25,6 5,30 - 5,38 ; H8’ C9'; C10’; C12’; C13
12’ 5,30 - 5,38 m 127,9 H8’ ; H11’ C10’; C11’; C14’
13’ 5,30 - 5,38 m 130,2 H8’ ; H11’ C10’; C11’; C12’; C14’
14’ 2,05 br q (6,83) 27,2 H11’; H12’ ; H15’ C13’; C12’; C15'; C16’
15’ 1,24-1,37 m 29,1-29,7 H14’ ; H18' C16'; C14’ ; C17'; C18’
16’ 1,24-1,37m 31,5 H14’ ; H18' C15'; C14’ : C17’; C18'
17’ 1,24-1,37 m 22,6 H14’ ;1,61 ; H18’ C16'; C15’ ; C14’; C17’ ; C18'
18’ 0,891 (6,9) 14,1 H17’ 16’ ; C17’

Ainsi, par comparaison avec les données de la littérature (Vlahov, 1999), ce triglycéride a

été identifié comme étant la trilinoléine (Figure 46).

Nﬂf/\/\/\/\/\/\/\/\/c"|3

111.5.2.2. Composé DCM 2

Figure 48 : Structure du composé DCML1 : la trilinoléine

Le composé DCM 2 (10 mg) a été isolé sous la forme d'une poudre amorphe jaune.
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Le spectre de masse haute résolution (ESI-gTOF), en mode négatif, présente un ion

pseudo-moléculaire a m/z 269,0457 [M-H] correspondant a la formule brute C;5H10Os.

Son spectre RMN *H (acétone-d6, 400 MHz ; cf. Annexe 6) laisse apparaitre un singulet
tres élargi vers 12,15 ppm intégrant pour 3H caractéristique de fonctions hydroxyles ; deux
doublets a 7,25 et 6,63 ppm (H-5 et H-7) intégrant chacun pour 1H, indiquent la présence de
deux protons aromatiques positionnés en méta I'un de l'autre (J = 2,3 Hz). Deux autres
signaux a 7,56 et 7,12 ppm sous forme de singulet élargi mettent en évidence la présence de
deux autres protons aromatiques portés par un second cycle (H-2 et H-4). L’élargissement de
ces singulets s’explique par la présence d’un groupement méthyle a 2,46 ppm se trouvant en
position centrale entre ces deux protons aromatiques et d’une faible constante de couplage,

ainsi les doublets méta sont remplacés par des singulets élargis.

Tableau 7 : Données spectrales RMN (400 MHz, Acétone-dg) du composé DCM 2

Position 6H (J en Hz) 6C (ppm)

1 - 163,2

2 7,12 brs 1249

3 - 149,4

4 7,56 br s 121,5

5 7,25d (2,3) 110,5

6 - 167,9

7 6,63d (2,3) 108,9

8 - 166,4

9 - 182,5

10 - 191,4

q - 134,4

8’ - 109,9

9’ - 136,6

10’ - 114,7
OH-1 12,15 brs -
OH-6 12,15 brs -
OH-8 12,15 brs -

3-CH; 2,46s 22,1

Le spectre carbone (cf. Annexe 6) montre la présence de quinze atomes de carbones. Il
confirme la présence des quatre carbones aromatiques tertiaires (124,9 ; 121,5; 109,9 et
108,9 ppm), du groupement méthyle a 22,1 ppm et de dix carbones aromatiques
guaternaires, dont deux fonctions carbonyles (191,4 et 182,5 ppm) caractéristiques d’une
anthraquinone et trois carbones oxygénés du fait de leur déblindage par effet inducteur
attracteur (167,9; 166,2; 163,2 ppm) confirment la présence de trois hydroxyles sur les
deux cycles aromatiques. Les données RMN sont en accord avec la structure de I'émodine,
une anthraquinone tres fréquemment isolées des lichens et déja identifiée et isolée de

N. laevigatum (Cohen et Towers, 1995 ; Figure 49).
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Par conséquent, le composé DCM 2 a pu étre identifié sans ambiguité comme étant

I’émodine.

Figure 49 : Structure du composé DCM 2 : ’émodine

111.5.2.3. Composé DCM 3

Le composé DCM 3 (13,3 mg) a été isolé sous la forme d'une poudre amorphe jaune.

Le spectre de masse haute résolution (ESI-gTOF), en mode négatif du composé DCM 3
présente un ion pseudo-moléculaire a m/z 303,0068 [M-H] correspondant a la formule

brute C;15H4ClOs, ainsi qu’un amas isotopique caractéristique d’une molécule mono-chlorée.

Les sighaux RMN 'H (CDsOD ; 400 MHz ; cf. Annexe 7) de ce composé sont similaires a
ceux de I'émodine, a deux exceptions prés. En effet, la disparition du proton H-7 est
observée et le proton H-5 résonne sous forme d’un singulet a 7,18 ppm et non plus sous
forme d’un doublet méta-couplé caractérisé par une faible constante de couplage. Ainsi, la
seule différence entre '’émodine et le composé DCM 3 se situe au niveau de la position 7 ou

un hydrogene a été remplacé par un atome d’halogéne (le chlore).

OH o©O OH
CI —
7 O‘O
HO > CH,
0

Figure 50 : Structure du composé DCM 3 : la 7-chloroémodine

La comparaison des spectres carbones (cf. Annexe 6 et 7) de ces deux composés bien
gu’ils aient été réalisés dans des solvants différents montre un blindage au niveau du
carbone en position 7 qui résonne a 115,5 ppm au lieu de 108,9 ppm. Les corrélations
longues distances observées sur le spectre HMBC entre le proton a 7,18 ppm (H-5) et les
carbones a 115,2 (C7) ; 188,6 (C9) ; 108,3 (C8’) et 133,9 (C9’) ppm confirment la présence de
I’hétéroatome en position 7. Par conséquent, I’hydrogene en position 7 de I’émodine a donc
été remplacé par un atome de chlore. Sa formule brute et les données de RMN sont en
accord avec la 7-chloroémodine, composé déja identifié et isolé de N. laevigatum

(Cohen et Towers, 1995 ; Figure 50).
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Tableau 8 : Données spectrales RMN (400 MHz, CD30D) et corrélations COSY et HMBC du composé DCM 3

Position oH oC (ppm) Cosy HMBC

1 - 163,5 - -

2 7,06 br s 125,2 H4 ; 3-CH; C1;C4;C10'; 3-CH,
3 - 149,2 - -

4 7,53 brs 121,6 H2 ; 3-CH; C2;C9; C10’; 3-CH;
5 7,18 s 112,7 - C7;C9;C8 ;Co
6 - 168,5 - -

7 - 115,5 - -

8 - 162,2 - -

9 - 183,8 - -

10 - 190,4 - -

q - 134,8 - -

8’ - 108,3 - -

9’ - 133,9 - -

10’ - 115,3 - -

3-CH; 2,42 s 22,1 H2 ; H4 C2;C3;C4

[11.5.2.4. Composé DCM 4

Le composé DCM 4 (3,5 mg) a été isolé sous la forme d'une poudre amorphe jaune.

Le spectre de masse haute résolution (ESI-qTOF), en mode positif du composé DCM 4
présente un ion pseudo-moléculaire & m/z 333,0523 [M+H]" correspondant & la formule

brute C17H15C|05.

Les spectres H et Bc (CDCl3, 400 MHz ; cf. Annexe 8) de ce composé montrent des
similitudes avec ceux de la 7-chloroémodine en dehors de I'apparition en proton de deux
singulets a 4,08 et 4,06 ppm intégrants chacun pour 3H et de la présence en carbone de
deux signaux supplémentaires a 56,9 et 56,6 ppm. Ces différences suggerent que le composé
DCM 4 correspond a une 7-chloroémodine di-méthoxylée. La position de ces deux
groupements méthoxyles est démontrée par les corrélations longues distances ‘H-*C
observées sur le spectre HMBC. Les protons a 4,06 ppm portés par le carbone a 56,6 ppm
correlent avec le carbone qui résonne a 161,1 (C1) tandis que ceux a 4,08 ppm correlent
avec le carbone a 160,5 ppm permettant ainsi de placer ces deux méthoxyl en position 1 et 6

(Figure 51).

<— HMBC

Figure 51 : Structure du composé DCM 4 : la 7-chloro-1,6-di-O-méthylémodine
Les fleches indiquent les principales corrélations HMBC
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La formule brute ainsi que les données RMN sont en accord avec ceux de la 7-chloro-1,6-
di-O-méthylémodine (= 1-O-méthylfragiline ou 7-chloro-1,6-diméthoxy-émodine ; Figure 51)
décrits dans la littérature (Cohen et Towers, 1995 ; Huneck et Yoshimura, 1996).

Tableau 9 : Données spectrales RMN (400 MHz, CDCls) et corrélations COSY et HMBC du composé DCM 4

Position S6H 6C (ppm) cosy HMBC
1 - 161,1 - -
2 7,16 brs 119,0 H4 ; 3-CH; Cl1;C3;C4;C10"; 3-CH3
3 = 147,5 = =
a 7,76 brs 121,2 H2 ; 3-CH, C2;C9; C10’; 3-CH;
5 7,38s 101,8 - C6;C7;C9;C10;C8 ;CY
6 - 160,5 - -
7 - 116,4 - -
8 - 159,9 - -
9 - 182,5 - -
10 - 187,4 - -
4 - 135,1 - -
8’ - 112,4 - -
9’ - 131,6 - -
10’ - 118,1 - -
OH-8 13,77 s - - C7;C8;C8
1-OCH; 4,06 s 56,6 - C1
6-OCHj3 4,08 s 56,9 - C6
3-CH3 2,525 22,4 H2; H4 C2;C3;C4

L’étude phytochimique réalisée sur Nephroma laevigatum a permis d’isoler et de
déterminer la structure de quatre composés. L'émodine est un composé classiquement
retrouvé chez les lichens. De plus, ces différents dérivés chlorés tels que la 7-chloroémodine
et la 7-chloro-1,6-di-O-méthylémodine ont déja été isolées de Nephroma laevigatum (Cohen
et Towers, 1995). Cependant, a notre connaissance, la trilinoléine n’a jamais été identifiée
chez N. laevigatum dont 12,8 mg ont pu étre isolés, soit 0,44 % de la masse séche de I'extrait
dichlorométhanique. Ce composé est ici décrit pour la premiére fois dans cette espéce bien
qgue ce triglycéride ait déja été identifié dans d’autres espéces de lichens notamment chez

Cetraria nivalis (Bruun, 1976).

[11.6. Activités antiprolifératives des composés isolés

Pour les anthraquinones isolées de Nephroma laevigatum, les premiers résultats
montrent que, ces trois molécules ont des activités antiprolifératives modérées sur les
lignées cellulaires cancéreuses colorectales (HT-29 et HCT116) et prostatiques (PC-3 et
DU145) (Tableau 9). Ainsi, la 7-chloro-1,6-di-O-méthylémodine est le composé le plus actif
sur les lignées cellulaires HT-29, HCT116 et PC-3 avec des Clsg de 48,9; 62,8 et 75,2 uM,
respectivement. Pour la lignée cellulaire DU145, I'’émodine est la molécule la plus active avec

une Clsg de 56,2 uM.
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Tableau 10 : Récapitulatif des différentes Clsg (en pM) obtenues pour les trois anthraquinones
isolées de Nephroma laevigatum sur les lignées cellulaires HT-29, HCT116, PC-3 et DU145 (48h ; n=1)

HT-29 HCT116 PC-3 DU145
Emodine 126,7 63,0 78,3 56,2
7-chloroémodine 107,5 72,5 98,6 66,8
7-chloro-1,6-di-O-méthylémodine 48,9 62,8 75,2 64,9

La Clsq de la trilinoléine n’a pas pu étre déterminée sur la lignée cellulaire HT-29 dans la
gamme de doses testées (1 — 100 uM). Cependant, Chou et al.,, (2011) ont montré que la
trilinoléine inhibait la prolifération des cellules d’adénocarcinome pulmonaire humain A549,
induisait I'apoptose et une augmentation au début du traitement de la production
intracellulaire d’espéces réactives de I'oxygéne (EROs). Ainsi, d’autres cibles vont étre

explorées.

Les deux fonctions —OH méthoxylées de la 7-chloro-1,6-di-O-méthylémodine en
comparaison avec |I'’émodine jouent probablement un role sur I'activité antiproliférative de
ce composé, en augmentant notamment sa lipophilie. Ainsi, des investigations
supplémentaires seront réalisées dans le but de déterminer le réle de la présence de ces

deux groupements lors de son action dans les cellules cancéreuses.

Méme si I'activité antiproliférative de ’émodine sur les cibles testées se révele modérée
(Clsg > 50 uM), I'effet de celle-ci sur les cellules cancéreuses a largement été étudié dans la
littérature. Des études menées ces derniéres années indiquent que I'émodine a un effet
anticancéreux dans plusieurs types de cancer notamment les cancers du systéeme digestif
(Kanokmedhakul et al.,, 2003; Wei et al., 2013). Ainsi, Lu et al., (2008) ont démontré que
I'émodine provoque une inhibition dose-dépendante (traitement a 40 uM) de la croissance
des cellules cancéreuses en bloquant la signalisation du récepteur du facteur de croissance
endothéliale vasculaire (VEGF) et indique que I'émodine pourrait étre utilisée comme
inhibiteur potentiel de I'angiogenése tumorale. De plus, Ma et al., (2012) ont montré que
I'émodine induisait I'apoptose des cellules cancéreuses du colon humain (LS1034) in vitro et
inhibait les xénogreffes tumorales dérivées des cellules (LS1034) in vivo. L'apoptose
déclenchée par I'émodine s'est également avérée étre dépendante de la concentration.
Yu et al.,, (2008) ont montré que I'émodine provoquait une induction de |'apoptose et une
diminution de la prolifération cellulaire dans les cellules LNCaP du cancer de la prostate
humain. Cependant, d'autres investigations concernant les mécanismes d’apoptose mis en
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jeu en présence de I'émodine sont nécessaires pour confirmer |'efficacité anti-tumorale de

cette molécule sur d’autres cibles.

De plus, Huang et al, (2008) ont trouvé que le co-traitement émodine/cisplatine
augmentait nettement les taux d’especes réactives de |'oxygéne (EROs) ainsi que la
chimiosensibilité de la lignée cellulaire DU145, comparativement au traitement de le
cisplatine seul, mais n'exercait qu'un faible effet sur les cellules non tumorales. Ainsi, la
7-chloroémodine ayant une activité antiproliférative modérée (Clsg > 70 puM) sur les
différentes lignées cancéreuses testées, une évaluation de la production d’espéces réactives
de I'oxygéne a été réalisé dans le but d’une utilisation en thérapie photodynamique, une des

thématiques du LCSN de Limoges.

[11.7. Evaluation de la production d’Espéces Réactives de I’'Oxygéne (EROs) par
Résonance Paramagnétique Electronique (RPE)

L’évaluation de la capacité de la 7-chloroémodine (molécule isolée de Nephroma
laevigatum) a générer des EROs, en particulier I'anion superoxyde (0,7), a été réalisée par
RPE. Les EROs étant des espéces tres réactives et instables, leurs durées de vie sont
extrémement courtes et une observation directe est impossible. Pour pallier a ce probléme,
un piégeur de radicaux, le DMPO (5,5-diméthyl-1-pyrroline N-oxide), a été utilisé. Afin de
générer les EROs désirées, 100 pL d’un mélange de 7-chloroémodine a 50 uM (50 pL) et de
DMPO a 225 mM (50 plL) ont été irradiés a I'aide d’'une lumiére blanche produite par une
lampe halogene (20 mW, 5000 lux) a température ambiante. Les résultats obtenus sont

présentés Figure 52.

Ainsi, la 7-chloroémodine en présence d’une irradiation lumineuse produit des anions
superoxydes. Cette particularité pourrait étre valorisée dans le cadre d’un traitement photo-
activé, un des axes majeurs de recherche du LCSN de Limoges. Cependant, pour certaines
utilisations principalement oncologiques, la photothérapie dynamique (ou PDT) est limitée
par la capacité de l'irradiation lumineuse a traverser en profondeur la peau. Ainsi, la
7-chloroémodine étant une molécule absorbant dans la zone des 400 nm, sa capacité
d’action reste donc limitée aux traitements utilisant la lumiére bleue. Toutefois, d’autres
applications non oncologiques de la PDT peuvent étre envisagées, en particulier la
photochimiothérapie antibactérienne (PACT) pour laquelle cette limitation n’a pas lieu

(Wainwright, 1998; Hamblin et Hasan, 2004; Baltazar et al, 2015). A cette fin, des
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investigations supplémentaires vont étre réalisées notamment |'évaluation de la production

d’une autre espéce d’EROs, I'oxygene singulet (Dzwigaj et Pezerat, 1995).
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Figure 52 : Signal RPE de DMPO-OOH généré par irradiation de la 7-chloroémodine (n=1)
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PARTIE B

Champignons endolichéniques, source de
molécules actives







Chapitre I. Les champignons endolichéniques

I.1. Origine et évolution

Les champignons sont des organismes hétérotrophes vis-a-vis du carbone, ils ont donc
besoin de se procurer des sources de carbone organique dans leur environnement
(terrestre, marin et eau douce). Par conséquent, ils ont développé différentes stratégies

comme le saprophytisme, le parasitisme (agents pathogénes ; parasites) ou le mutualisme.

La premiére analyse des communautés fongiques isolées a partir de lichen a été
entreprise par Petrini et al. en 1990. Des champignons filamenteux ont été isolés a partir de
lichens fruticuleux appartenant aux genres Cladonia et Stereocaulon. Au total, 506 souches
fongiques ont été isolés : 340 n’ont été observés qu'une seule fois et 166 ont été isolés plus

d'une fois (Petrini et al., 1990).

Ainsi, divers champignons principalement filamenteux retrouvés a l'intérieur du thalle
lichénique sont alors qualifiés de « Champignons endolichéniques ». lls sont
asymptomatiques c’est-a-dire qu’ils ne produisent aucun symptome de maladie (Arnold et

al., 2009; Kannangara et al., 2009; U'Ren et al., 2012).

De plus, ils ne produisent pas de structures de reproduction sur leur hote. Par
conséquent, leur temps de génération est directement lié a la durée de vie du substrat qu’ils
colonisent (Arnold et al., 2009). D’autres champignons endolichéniques ont été découvertes
lors de différents essais d'isolement du mycobionte en culture pure (Crittenden et al., 1995;

McDonald et al., 2013).

Comme les endophytes fongiques, I'origine évolutive des champignons endolichéniques
(ou endolichénisme) n’est pas bien connue. Cependant, des informations sur les origines de
I'endophytisme et I'endolichénisme ont récemment fait I'objet d’une étude (Arnold et al.,
2009). L'utilisation d’analyses phylogénétiques intégrant ces différents champignons et des
reconstructions de I'état ancestral (qui prennent en compte l'incertitude phylogénétique) a
montré que l'endolichénisme a joué un réle dans I'évolution de I'endophytisme. Ces
résultats fournissent donc un premier ensemble d'hypotheses concernant I'évolution du

mutualisme et du saprophytisme chez les Ascomycetes (Arnold et al., 2009).
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I.2. Classification et diversité
Les champignons endolichéniques sont riches et variés, composés majoritairement

d'Ascomycetes, parfois de Basidiomycétes (Zhang et al., 2015 ; Tripathi et Joshi, 2015).

lIs sont taxonomiguement et écologiquement distincts des champignons lichénicoles
ainsi que des 13 500 especes de mycobiontes (Arnold et al., 2009 ; Lutzoni et Miadlikowska,
2009). La plupart des champignons endolichéniques appartenant aux Ascomycétes sont des
représentants des Pezizomycotina avec la plupart des taxons liés phylogénétiquement a sept
ordres (Figure 53) appartenant majoritairement aux différentes classes : Eurotiomycétes,
Dothideomycetes, Leotiomycetes, Pezizomycetes ou Sordariomycetes (Figure 55) (Arnold et
al., 2009; Girlanda et al., 1997; Li et al., 2007; Tripathi et Joshi, 2015; U’Ren et al., 2010,
2012; Zhang et al., 2015).

Les champignons endolichéniques appartenant aux Basidiomycétes sont majoritairement

retrouvés chez les Agaricomycétes et les Tremellomycetes (Tripathi et Joshi, 2015;

Figure 55).
Il Hypocreales
23:2:;';'?5 Figure 53: Distribution phylogénétique (ordinal) des
Bl Xyariales champignons endolichéniques, qui ont été criblés pour leurs
[ Leotiales métabolites secondaires bioactifs (Kellogg et Raja, 2016)
Il Chaetothyriales
Il Pleosporales
Il Incertae sedis

Une étude moléculaire réalisée par U’Ren et al., confirme que les champignons
endolichéniques appartiennent a un groupe écologique distinct (U’'Ren et al., 2010).

De plus, ils n'ont trouvé aucune preuve que les champignons endolichéniques soient des
champignons saprophytes qui ont été "piégés" par le thalle. Au lieu de cela, leur étude
révele la spécificité des champignons endolichéniques par rapport aux tissus végétaux

vivants et morts.

Peu de lichens ont été étudiés pour leurs champignons endolichéniques (Suryanarayanan
et Thirunavukkarasu, 2017). Parmi les genres de lichens étudiées, les genres Cladonia,
Peltigera, Parmelia, Ramalina, ou encore Nephroma peuvent étre cités (Petrini et al., 1990;
Girlanda et al.,, 1997; Li et al., 2007; Arnold et al.,, 2009; U'Ren et al., 2010; Zhang et al.,,
2015; Padhi et Tayung, 2015).

Les lichens abritent des communautés fongiques abondantes et diverses dont
I'incidence, la diversité et la composition reflétent l'interaction des modeles climatiques, la
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séparation géographique, le type et la lignée de I'hote (U'Ren et al., 2012). En effet, des
lichens provenant de sites de récolte distincts mais appartenant a la méme espéce peuvent
abriter différents types de champignons endolichéniques (Arnold, 2007; Girlanda et al.,

1997; Li et al., 2007).

Pour comprendre le réle des lichens comme niche écologique pour les champignons
endolichéniques, Suryanarayanan et al., (2005) ont comparé les associations fongiques de
cing espéces de lichens avec les endophytes qui se développent sous I'écorce (phellophytes)
et ceux qui se trouvent sur les feuilles de leur héte. Dans la plupart des cas, la diversité des
champignons endolichéniques était supérieure a celle des endophytes de I'hote. Bien qu’ils
soient tous a proximité les uns des autres au sein de I’h6te et donc potentiellement exposés
au méme inoculum, la ressemblance globale entre les associations fongiques des trois

entités reste faible (2 a 28%) (Suryanarayanan et al., 2005).

Il est probable que des facteurs tels que le support ainsi que la concurrence potentielle
des champignons sur leur substrat respectif jouent un role dans le développement des
communautés fongiques dans les différents tissus (Suryanarayanan et al., 2005). lls ont
également observé que les principaux champignons endolichéniques et endophytes isolés
étaient majoritairement différents. Ainsi, il semblerait que les champignons endolichéniques
ne soient pas des contaminants ou des résidents occasionnels du thalle (Suryanarayanan et

al., 2005; U’'Ren et al., 2010).

Les champignons endolichéniques sont invisibles a I'ceil nu et difficilement
reconnaissable par microscopie optique mais ils peuvent étre détectés en microscopie

électronique a balayage (Honegger, 2012; Honegger et al., 2013 ; Figure 54).

medullary hyphae
(mycobiont)

endolichenic
fungi

Figure 54 : Microscopie électronique a balayage de thalles (Honegger et al., 2013)
Détail de la couche médullaire de Peltigera leucophlebia en coupe transversale.
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Figure 55 : Phylogénie et classification des champignons appartenant

a ’'embranchement des Ascomyceétes et des Basidiomycetes (Hibbett et al., 2007).

‘is lignes ne représentent pas la distance phylogénétique réelle.

Différentes classes de champignons endolichéniques

Aurélie LAGARDE | Thése de doctorat | Université de Limoges | 28 novembre 2017

&

76
AmEN|



I.3. Culture et identification

Les méthodes d'isolement des champignons endolichéniques sont trés similaires a celles
des champignons endophytes. Le lichen doit étre transporté au laboratoire et traité dans les
24 a 48 h (parfois jusqu’a 96h), apres la récolte (Arnold et Lutzoni, 2007; U’Ren et al., 2010,
2012). Les thalles lichéniques sont lavés avec de I'eau du robinet qui permet d’enlever les

débris.

lls sont ensuite stérilisés en surface par des bains successifs d'éthanol (entre 70 et 95%),
suivi d’un bain d’hypochlorite de sodium (0,5% NaOCl) et d'éthanol a 70%. Les thalles sont
ensuite séchés en conditions stériles. Aprés stérilisation, les thalles sont découpés en petits
morceaux (entre 2 et 5 mm?). Les fragments sont déposés dans des boites de Pétri
contenant une gélose a base d’extrait de malt (MEA, 2%) puis scellées avec du Parafilm® et
incubés a température ambiante (environ 21,5°C) ou a 25°C, en cycle jour/nuit pendant 1
mois a 1 an et examiné périodiquement (Li et al., 2007; U’Ren et al., 2010, 2012). Le milieu
MEA est complémenté avec des antibiotiques, tels que la pénicilline G ou la streptomycine
(50 mg/L), afin d'éviter le développement des bactéries et parfois du rose Bengale (30 mg/L)

permettant de ralentir la croissance fongique, peut étre ajouté (Li et al., 2007).

Plus récemment, l'influence de différents milieux de cultures sur la croissance de ces
champignons a été étudiée. La supplémentation en fer, en glucose, en magnésium et en
potassium est essentielle pour le développement et l'isolement de plusieurs groupes

taxonomiques (Vinayaka et al., 2016; Muggia et al., 2017).

Les champignons émergents des fragments de thalle sont ensuite isolés en culture pure
par repiquages successifs dans de nouvelles boites de Pétri contenant généralement un
milieu PDA (potato dextrose agar) a 2% (Petrini et al.,, 1990; Girlanda et al.,, 1997;
Suryanarayanan et al., 2005; Li et al., 2007; Paranagama et al., 2007 ; Arnold et al., 2009;
U’Ren et al., 2012).

I.4. Métabolites fongiques : principales structures

Les champignons endolichéniques colonisent les tissus internes du thalle, vivant de
maniére asymptomatique, s'associant préférentiellement au photobionte (Arnold et al.,
2009) en se nourrissant et se réfugiant dans I'hGte. En retour, ils peuvent conférer une

multitude d'avantages au lichen en produisant différents types de métabolites secondaires,
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jouant probablement un role de défense contre les attaques des facteurs biotiques et

abiotiques.

Ces champignons produisent donc une large gamme de métabolites secondaires tels que
des alcaloides, des terpénoides, des stéroides, des composés phénoliques et des peptides.
Les métabolites des champignons endolichéniques ont été décrits par Paranagama et al,
pour la premiere foir en 2007 et depuis la recherche consacrée aux composés

endolichéniques d’origine fongique a progressivement augmentée.

Pour illustrer la diversité des métabolites secondaires issus des champignons
endolichéniques, quelques exemples de composés ainsi que leurs activités biologiques ont

été répertoriés ci-dessous (liste non exhaustive).

1.4.1. Alcaloides

Les alcaloides sont définis comme des substances d’origine naturelle azotées, basiques et
généralement hétérocycliques. Les variécolortides et les cytochalasanes sont les principaux
alcaloides biosynthétisés par les champignons endolichéniques.

La variécolortide B (Figure 56), une variécolortide rare, a été isolé d’Eurotium sp. (No.17-
11-8-1), un champignon endolichénique du lichen Cladina grisea. Elle a notamment montré
des effets inhibiteurs sur la caspase-3 (protéase a cystéine (enzyme), joue un réle centrale
dans I'apoptose) avec une Clsg de 0,8 uM (Chen et al., 2014).

Les cytochalasanes sont un grand groupe d'alcaloides fongiques caractérisés par une
fonction perhydroisoindolone trés substituée a laquelle un cycle macrocyclique —soit un
carbocycle, une lactone ou un carbonate cyclique— est fusionné (Scherlach et al., 2010). La
chaetoglobosine Y (Figure 56) a été isolée de Chaetomium globosum, un champignon
endolichénique du lichen Everniastrum nepalense, ainsi que d’autres chaetoglobosines déja
connus, les chaetoglobosines E-G (Zheng et al.,, 2014). Certains de ces composés ont
notamment montré des effets cytotoxiques sur la lignée cellulaire HCT116 avec une Clsg

comprise entre 11,32 et 21,89 uM (Zheng et al., 2014).
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Figure 56 : Exemples d’alcaloides isolés de champignons endolichéniques

1.4.2. Terpénoides
Les tricycloalternarénes, les sesquiterpénoides, les diterpénoides ent-kaurane et les
sesterterpenes (ophioboline) sont les principaux terpénoides isolés des champignons

endolichéniques.

Les tricycloalternarénes F a H (terpénoides non mixtes), ainsi que dix tricycloalternarenes
(TCA) connus ont été isolés d'un champignon endolichénique Ulocladium sp. du lichen
Everniastrum sp. Le TCA 1b (Figure 57) a montré une faible activité contre la souche Bacille
Calmette-Guerin (BCG) avec une CMI de 125 pg/mL. Le TCA 9b a montré une activité

cytotoxique sur la lignée cellulaire de Hela avec Clsg de 8,58 uM (Wang et al., 2013a).

OH OH

Polycétide-terpéne hybride

HO.

H”/u,
HO

o

o
Ophioboline T Péricoterpenoide A Géopyxine B

Figure 57 : Exemples de terpénoides isolés de champignons endolichéniques
Les diterpénoides ent-kaurane d'origine fongique sont rares, bien qu’elles soient souvent
présentes dans plusieurs familles de plantes (Garcia et al., 2007). La culture de deux
champignons endolichéniques (Geopyxis aff. Majalis et Geopyxis sp. AZ0066) du lichen
Pseudevernia intensa, a conduit a l'isolement de nouveaux diterpenes ent-kaurane, les
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géopyxines A-F. La géopyxine B (Figure 57) était la seule géopyxine naturelle a démontrer
une activité cytotoxique sur les lignées cellulaires cancéreuses NCI-H460,
SF-268, MCF-7, PC-3M et MDA-MB-231 avec une Clsg comprise entre 2,25 et 5,41 uM. De
plus, son dérivé méthylester, la méthylgeopyxine B s’est révélée plus active sur ces mémes

lignées cellulaires avec une Clsg comprise entre 0,63 et 1,48 uM (Wijeratne et al., 2012).

La péricoterpénoide A (Figure 57), un sesquiterpéne de type cadinane, a été isolé d’un
champignon endolichénique Periconia sp. (N° 19-4-2-1) du lichen Parmelia sp. (Wu et al.,
2015). Cette molécule a montré une activité antimicrobienne contre Aspergillus niger avec
une CMI de 31 pg.mL™ et une faible activité contre Candida albicans avec une CMI de 500

ng.mL™ (Wu et al., 2015).

Un sesterterpéne, I'ophioboline T (Figure 57) a été isolé du champignon endolichénique
Ulocladium sp. du lichen Everniastrum sp. Ce composé a montré une forte activité
cytotoxique contre deux lignées cellulaires KB et HepG2 par rapport a I'étoposide (témoin
positif) avec des valeurs de Clso de 3,01 et 0,24 uM respectivement. Il a aussi montré une
activité antibactérienne modérée contre Staphylococcus aureus méticillin-résistant (MRSA),
contre Bacillus subtilis et également contre la souche Bacille Calmette-Guerin (BCG) avec des
valeurs de CMI comprise entre 15,6 et 31,3 uM. Il est intéressant de noter que ce composé a
montré des activités cytotoxiques et antibactériennes, ce qui suggere que le cycle furane
formé dans la chaine latérale en C-15 influence de maniére significative I'activité biologique

de cette molécule (Wang et al., 2013b).

Un polycétide-terpéne hybride (Figure 57) avec des groupes hautement fonctionnalisés a
été isolé de Pestalotiopsis sp, un champignon endolichénique du lichen Cetraria islanddica.
Ce composé a montré une bonne efficacité antifongique contre Fusarium oxysporum et
Fusarium gramineum avec une CMI de 8 pug/mL. Les auteurs ont suggéré que leurs résultats
pourraient révéler le rble écologique possible du champignon endolichénique dans la
protection chimique des plantes hotes dans la relation champignon-plante

(Yuan et al., 2017).
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1.4.3. Stéroides
Les viridines représentent une classe unique de produits naturels dérivés de stérols,
possédant une caractéristique structurale inhabituelle, un cycle furane fusionné a un noyau

pregnane ou d’androstane aux positions 4 et 6.

Les nodulisporistéroides A a L (Figure 58) et la déméthoxyviridine ont été isolés de
Nodulisporium sp. (N° 65-17-2-1), un champignon endolichénique du lichen Everniastrum sp.
Les nodulisporistéroides A (Figure 58) et B possédent un nouveau squelette carboné
représentant le premier cas d’ouverture entre les positions 3 et 4 chez les 4-
méthylprogestéroides. La deméthoxyviridine (Figure 58) a montré une activité d'agrégation
anti-AB4; (peptide B-amyloide 1-42) avec une Clso de 13,4 uM (Zhao et al., 2015a; Zheng et
al., 2013). Huit viridines, les nodulisporiviridines A a H, ont été isolées du méme champignon
endolichénique que précédemment. Les nodulisporiviridines A a D sont des viridines uniques
avec un cycle A ouvert. Les huit nodulisporiviridines ont montré une activité inhibitrice
d’agrégation anti-AP4,. La plus forte activité a été observée pour la nodulisporiviridine G
(Figure 58) avec une Clsp de 1,2 puM. Le test de mémoire a court terme sur un modeéle de
drosophile transgénique ABs-humain (modéle pour I'étude de la maladie d'Alzheimer) a
montré que les huit composés amélioraient la capacité de mémoire a court terme, avec des
activités proches de celles du témoin positif (mémantine) (Zhao et al., 2015b). Cependant
aucun composé isolé n’a montré d’activité cytotoxique sur les lignées cellulaires cancéreuses

HL-60, SMMC-7721, A-549, MCF-7 et SW480 (Zhao et al., 2015a).

O,

OH

b= S TID
Tin

Nodulisporistéroide A Nodulisporistéroide F

Nodulisporiviridine G Nodulisporiviridine A

Figure 58 : Exemples de stéroides isolés de champignons endolichéniques
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I.4.4. Composés phénoliques et polycétides
Les quinones, les furanones, les pyrones, les anthraquinones, les xanthones et les
benzopyranoides sont les principaux composés phénoliques rencontrés chez les

champignons endolichéniques.

Sept mono- et bis-furanones, les pézizolides A a G (Figure 59), ont été isolées a partir de
Peziza sp., un champignon endolichénique du lichen Xanthoparmelia sp. Tous ces composés
n‘ont montré aucune activité cytotoxique détectable et d'activité antimicrobienne a
20 pug/mL sur cinq lignées cellulaires cancéreuses humaines (Hela ; A549 ; MCF-7 ; HCT116 et
T24) et contre Bacillus subtilis (ATCC 6633), Staphylococcus aureus (CGMCC 1.2465) et
Candida albicans (CGMCC 2.2086) (Zhang et al., 2014).

Cing dérivés d’a-pyrone, les necpyrones A a E (Figure 59), ont été isolées a partir de
Nectria sp., un champignon endolichénique du lichen Parmelia sp. Tous ces composés ont
été testés pour leur activité cytotoxique contre six lignées cellulaires cancéreuses humaines
(K562 ; MDA-MB-231; MCF-7; SW620; HT29 et Hela). Cependant, aucun composé n'a
montré de cytotoxicité (Clsp> 120 uM), ni d’'activité inhibitrice de la croissance de Candida

albicans (CMI > 280 uM) (Li et al., 2015).

Pézizolide C

Figure 59 : Exemples de polycétides isolés de champignons endolichéniques.

Deux anthraquinones, la 8-O-méthylversicolorine A et B (Figure 60), ont été isolés
d’Aspergillus versicolor, un champignon endolichénique du lichen Loboria retigera. Ces deux
molécules ont présentés des activités cytotoxiques modérées avec des Clso comprises entre

12,6 et 27,2 uM sur la lignée cellulaire PC-3 et H460 (Dou et al., 2014).

La xanthoquinodine A6 (Figure 60) a été isolé de Chaetomium elatuma (No. 63-10-3-1),

un champignon endolichénique du lichen Everniastrum cirrhatum. Cette molécule a montré
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une cytotoxicité sur les lignées cellulaires cancéreuses HL-60, SMMC-7721, A-549, MCF-7 et
SW480 avec des Clsg comprises entre 2,04 et 6,44 uM (Chen et al., 2013).

Une naphthalénone, la (R)-4,6,8-trihydroxy-3,4-dihydro-1(2H)-naphthalénone (Figure 60)
et une isocoumarine, la 6,8-dihydroxy-(3R)-(2-oxopropyl)-3,4-dihydroisocoumarine
(Figure 60) ont été isolés du champignon endolichénique Xylariaceae sp. (CR1546C) du lichen
costaricien Sticta fuliginosa. Ces composés ont présentés une faible activité antifongique
contre Candida albicans avec des Clsg d’environ 75 ug.mL'1 et des CMF de 100 et 150 ug.mL'l.
De plus, aucune activité n’a été observée contre Escherichia coli (CMI > 200 pg.mL™), et une
faible activité antimicrobienne avec des Clsy d’environ 105 ug.mL'1 et une CMI de

150 pg.mL™ contre Bacillus subtilis (Kim et al., 2014).

OH
COOH O HO. )
OH
o7 N HO Y
(o] (o] o
0.
\ (o] \/\/
HO O OH o
Cl
Myxodiol A Myxotrichine A 6,8-dihydroxy-(3R)-(2-oxopropyl)-3,4-dihydroisocoumarine
OH (o] OH
OH OCH; O OH
HO :
HO °
OH o o
(R)-4,6,8-trihydroxy-3,4-dihydro-1(2H)-naphthalénone 8-O-méthylversicolorine B

OH o ‘

Phaeosphaerine C Hypocrélline A

Xanthoquinodine A6

Figure 60 : Exemples de composés phénoliques isolés de champignons endolichéniques.

Six phototoxines, les phaeosphaerines A a F, ainsi que six peryléne-quinones connues,
ont été isolées a partir de Phaeosphaeria sp., un champignon endolichénique du lichen
Heterodermia obscurata. Les différents composés ont montré une activité cytotoxique sur
les lignées cellulaires cancéreuses PC-3, DU145 et LNCaP avec des Clsqg comprise entre 2,42 et

24,92 uM. Des observations en microscopie confocale ont montrées que Ia
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phaeosphaerine C (Figure 60) et I'hypocrélline A (Figure 60) s’accumulaient dans les
lysosomes des cellules tumorales (K562 humaines) et que lors d’irradiation lumineuse, leur
activité phototoxique étaient plus importante (Clso de 19,49 et 7,47 uM sans lumiére contre

7,08 et 0,55 uM en présence de lumiére) (Li et al., 2012).

Un analogue de l'austdiol, le myxodiol A (Figure 60) a été isolé du champignon
endolichénique Myxotrichum sp. du lichen Cetraria islandica. Ce composé a montré une
faible activité antifongique contre Candida albicans (sc5314) avec une CMI de 128 pg/mL
(Yuan et al.,, 2013). De plus, deux xanthones ont été isolés du méme champignon, la
myxotrichine A (Figure 60) et D. Ces deux composés ont montrés une activité cytotoxique
modérée sur la lignée cellulaire K562, avec des Clso de 32,2 et 20,0 uM, respectivement

(Yuan et al., 2013).

1.4.5. Peptides

Seulement deux peptides ont été isolés de champignons endolichéniques a I'heure
actuelle. Deux pentapeptides cycliques, la cyclo(N-méthyl-L-Phe-L-Val-D-lle-L-Leu-L-Pro) et la
cyclo(L-Val-D-lle-L-Leu-L-pro-D-Leu) (Figure 61) ont été isolés de Xylaria sp. un champignon
endolichénique du lichen Leptogium saturninum. La cyclo(N-methyl-L-Phe-L-Val-D-lle-L-Leu-
L-Pro) a montré une forte activité antifongique synergique (FICI < 0,3125) contre Candida
albicans a 6,25 pg/mL avec 0,004 pug/mL de kétoconazole. L'activité antifongique synergique
de la cyclo(N-méthyl-L-Phe-L-Val-D-lle-L-Leu-L-Pro) est relativement plus faible que celle de

témoin positif, la beauvéricine (Wu et al., 2011).

Q:( Kax o= Y
%

Cyclo(N-méthyl-L-Phe-L-Val-D-lle-L-Leu-L-Pro) Cyclo(N-méthyl-L-Phe-L-Val-D-lle-L-Leu-L-Pro)

Figure 61 : Exemples de peptides isolés de champignons endolichéniques
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Chapitre Il. Résultats et discussions

II.1. Isolement et identification des champignons endolichéniques de N. laevigatum

Les lichens ont été récoltés comme décrit dans la Partie C (cf. § 1). Les thalles lichéniques
ont été stérilisés en surface par des bains successifs d’éthanol a 70% et d’hypochlorite de
sodium a 0,5% seulement quelques heures aprés la récolte. Des morceaux de 0,5 cm? ont
été découpés puis déposés sur un milieu MEA seul et sur un milieu MEA supplémenté en

rose Bengale (Figure 62).

Les champignons endolichéniques ont été isolés par repiquage sur un milieu PDA au fur
et a mesure de la croissance des différentes souches (visible a I'ceil nu ; Figure 62) environ 1

mois ou plus en fonction de la vitesse de croissance des champignons.

Figure 62 : Exemples de boite de Pétri avec morceaux de lichen au début de la croissance fongique

A partir des différents thalles récoltés en Corréze et en Gironde, 46 souches ont été
isolées, 22 sur milieu MEA et 24 sur milieu MEA + rose Bengale (Tableau 11). Pour le site de
Correze, 18 souches ont été isolées a partir de 12 fragments et 28 souches pour le site de

Gironde, a partir de 32 fragments (Tableau 11).

Tableau 11 : Répartition des souches de champignons endolichéniques
isolées par especes et lieux de récolté

. . . - Nombre total de Nombre total de Nombre
Origine du lichen  Milieu de culture . X . . ’:
fragments incubés  fragments infectés d’isolats
. MEA 6 3 6
CORREZE
MEA + rose Bengale 6 6 12
MEA 16 13 16
GIRONDE
MEA + rose Bengale 16 7 12

L'identification moléculaire des souches fongiques isolées a été réalisée via le
séquencage de la région ITS (Internal Transcribed Spacer : espaceurs transcrits internes) de

I’ADN ribosomique en utilisant les amorces ITS4 et ITS5 (White et al., 1990).

L'ADN a été extrait et I'lITS a été amplifié et séquencé avec succes pour 44 isolats. Les

deux isolats restant n’ont quant-a eux pas pu étre identifiés (Gir_21 et Gir_23). Les
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séquences obtenues n’ont pas pu étre exploitées, sans doute a cause d’'un mélange d’ADN
(plusieurs mycéliums présents dans I'échantillon) rendant I'interprétation de la séquence

impossible.

Une comparaison avec la base de données GenBank (Tableau 12) suivie d'une analyse
phylogénétique (Figure 63) a permis d'identifier 8 taxons, appartenant tous aux
Ascomycetes, répartis dans deux classes (Sordariomycetes et Pezizomycetes) et trois familles
(Xylariacées, Coniochaetacées et Pezizacées). Une majorité des souches (36 soit 78%) ont été

assignées au genre Nemania (Xylariacées).

Quarante-trois souches différentes ont été identifiées jusqu'a l'espéce, voir jusqu'a la
variété (Tableau 12) avec un pourcentage de similarité supérieur a 99% par rapport aux
séquences de référence (GenBank ; Collections CBS et ATCC). Toutefois, la séquence de la
souche Gir_24 ne présente que 97,3% de similarité avec une séquence identifiée comme
étant Nemania serpens. Cependant, les observations macroscopiques et microscopiques
ainsi que sa position dans I'arbre phylogénétique (Figure 63) laissent supposer que cette

souche appartiendrait au genre Nemania.
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Nombre d’ioslats

La plus grande variabilité intra-spécifique a été observée chez Nemania serpens
(Tableau 12 et Figure 63). En effet, 19 isolats ont été identifiés comme appartenant a cette
espéce constituant alors six génotypes différents. De méme pour Nemania aenea var.

aureolatum ou huit isolats sont répartis dans deux génotypes (Tableau 12 et Figure 63).

La présence de Rose Bengale (permet de ralentir de la croissance fongique) n’a pas eu
d’effet significatif sur le nombre et la diversité d’isolats (Tableau 13). Cependant, plusieurs
especes ont été isolés seulement a partir d’'un ou de I'autre milieu de culture. La plus grande

diversité d’isolats a été observée pour le milieu MEA seul.

Tableau 13 : Répartition des souches de champignons endolichéniques
isolées par espéces et milieux de culture.

Milieu de culture

MEA MEA + rose Bengale

Nemania aenea var. aureolatum 2 6
Nemania serpens 6 13
Nemania sp. - 1
Nemania plumbea 1 2
Nemania diffusa 5 -
Coniochaeta hoffmannii 1 -
Daldinia concentrica 6 -
Peziza varia 1 -
nd - 2

Total 22 24

Une plus grande diversité a été observée sur le site de Gironde (8 taxons) ou deux taxons
(N. aenea var. aureolatum et N. serpens) sont dominants (47,8% des isolats) et sont

communs aux deux lieux de récoltes (Figure 64).

14
13 .  —
12 B Correze
11 B Gironde —
10

9

8

7

6

5

4 -

3 .

2 -

1 .

o , Il B , Il B I E

Nemania Nemania Nemania sp. Nemania Nemania Coniochaeta Daldinia Peziza varia nd
aenea var. serpens plumbea diffusa hoffmannii concentrica
aureolatum
Figure 64 : Répartition des souches de champignons endolichéniques
isolées par espéces et lieux de récolte
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Le nombre de taxons isolés au sein de Nephroma laevigatum n’est pas tres élevé
(Girlanda et al., 1997; Li et al., 2007; Arnold et al., 2009; U’Ren et al., 2010). La petite
guantité de fragments déposés (6 et 16) et le nombre d’individus étudiés ont pu jouer un
réle sur la faible diversité fongique, en particulier pour le lichen issu du site de Correze (deux

taxons).

L'absence de croissance des champignons endolichéniques au niveau de certains
fragments ne signifie pas forcément qu'il n'y en a pas. En effet, les champignons
endolichéniques ont pu étre éliminés lors de la stérilisation (plus sensible ou plus exposé) ou

alors ils ne sont tout simplement pas cultivables sur le milieu utilisé.

Les isolats appartiennent a des espéces connues et communes sur bois mort (Nemania,
Daldinia et Coniochaeta). Leur présence dans des lichens récoltés sur les troncs d’arbres
feuillus n'est pas surprenante. D'un point de vue écologique, les lichens pourraient
constituer un "réservoir" pour des champignons qui se développeront apres la mort de

I'arbre et contribueront ainsi au recyclage de la matiére organique.

La variabilité intra-spécifique dans le taxon Nemania serpens est élevée puisque six
génotypes ont été caractérisés. Une étude taxonomique et phylogénétique plus poussée

pourrait révéler la présence d’espéces cryptiques, non encore décrites (par exemple Gir_24).

Ce résultat confirme que les lichens représentent bien une source de biodiversité et
abritent de nouvelles espéces (Girlanda et al., 1997; Li et al., 2007; Arnold et al., 2009; U’Ren

et al., 2010) et ceux méme en France.

Les deux taxons dominants Nemania serpens et N. aenea var. aureolatum avec 50% des
isolats et communs aux deux sites de récoltes ont été sélectionnés pour la suite des

investigations.

I1.2. Description morphologique
Des observations des caractéres macroscopiques et microscopiques de chaque espece
isolée et identifiée ont été réalisées (récapitulatif : cf. Annexe 2). La présence ou non de

spores a été répertoriée ainsi que la vitesse de croissance des différentes espéces.

Lors de I'analyse macroscopique, plusieurs critéeres sont observés tels que l'aspect
(duveteux, cotonneux, poudreux, granuleux, glabre...), le relief (plat, plissé...), |a taille (petite,

étendue...), la couleur (blanche, creme ou colorée...). La présence d’un pigment diffusant
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dans la gélose ainsi que certains parameétres tels que la vitesse de croissance des colonies

ont aussi été observés.

e Coniochaeta hoffmannii
Cette espéece a été isolée du lichen récolté en Gironde. Le recto de la colonie est bicolore,
brun, lisse, humide et gélatineux sur les bords avec un centre blanc (Figure 65). Le verso de
la colonie est blanc (jaune clair d( au milieu de culture).
La gélose s’est colorée en brun au fur et a mesure du développement du champignon.
La présence de spores n’a pas été observée lors de I'observation au microscope (x 400).
La croissance de ce champignon est rapide (en 21 jours la boite de Pétri (90 mm) était

envahie).

Recto Verso

Loupe (x15) Microscopie (x400)

Figure 65 : Aspect morphologique de Coniochaeta hoffmannii
Observations macroscopiques effectuées apres 21 jours de mise en culture sur milieu PDA.
Observations microscopiques (coloration au bleu lactique)

e Daldinia concentrica

Cette espece a été isolée du lichen récolté en Gironde.

Le resto de la colonie est blanc, duveteux voire granuleux avec des petits amas de mycélium
disposés de maniere homogene a la surface du champignon et des plus sombres au niveau
du dépot (Figure 66). Le verso de la colonie est blanc avec un centre brun a contours
jaunatres.

La présence de spores a été observée lors de I'observation au microscope (x 450) (Figure 66).
La croissance de ce champignon est rapide (en 21 jours la boite de Pétri (90 mm) était
envahie).
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Verso

Loupe (x15) Microscopie (x400) Microscopie (x450)

Figure 66 : Aspect morphologique de Daldinia concentrica
Observations macroscopiques effectuées apres 21 jours de mise en culture sur milieu PDA.
Observations microscopiques (coloration au bleu lactique)

e Peziza varia
Cette espece a été isolée du lichen récolté en Gironde.

Le resto de la colonie est jaune et gélatineux humide. Le verso est de la méme couleur
(Figure 67).
La présence de spores a été observée lors de I'observation au microscope (x 400) (Figure 67).

La croissance de ce champignon est lente (de 2,3 cm a 2 cm de diametre en 7 jours).

Recto Verso

Loupe (x15) Microscopie (x400) Microscopie (x1000)

Figure 67 : Aspect morphologique de Peziza varia
Observations macroscopiques effectuées apres 21 jours de mise en culture sur milieu PDA.
Observations microscopiques (coloration au bleu lactique)
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e Nemania aenea var. aureolatum
Cette espece a été isolée des lichens récolés en Correze et en Gironde.

Le resto de la colonie est blanc et duveteux. Le verso de la colonie est de couleur orange
(Figure 68).

La présence de spores n’a pas été observée lors de I'observation au microscope (x 400).

La croissance de ce champignon est assez lente (de 1,5 cm a 3 cm de diameétre en 7 jours).

Recto

Verso

Microscopie (x400)

Figure 68 : Aspect morphologique de Nemania aenea var. aureolatum
Observations macroscopiques effectuées apres 21 jours de mise en culture sur milieu PDA.
Observations microscopiques (coloration au bleu lactique)

e Nemania diffusa
Cette espece a été isolée du lichen récolé en Gironde.

Le resto de la colonie est blanc et duveteux voire cotonneux. Le verso de la colonie est de
couleur jaune clair (Figure 69).
La présence de spores n’a pas été observée lors de I'observation au microscope (x 400).

La croissance de ce champignon est moyenne (de 3,5 cm a 7 cm de diameétre en 7 jours).

o Nemania serpens
Cette espece a été isolée des lichens récoltés en Corréze et en Gironde.

Le resto de la colonie est blanc et duveteux avec des cercles de croissance superposés de
couleur brune au contour irrégulier (vagues). Le verso de la colonie est de couleur orange-
jaune clair (Figure 70).

La présence de spores n’a pas été observée lors de I'observation au microscope (x 400).

La croissance de ce champignon est moyenne (de 1,7 cm a 4,5 cm de diametre en 7 jours).
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Recto Verso

Loupe (x15) Microscopie (x400)

Figure 69 : Aspect morphologique de Nemania diffusa
Observations macroscopiques effectuées apres 21 jours de mise en culture sur milieu PDA.
Observations microscopiques (coloration au bleu lactique)

Recto Verso

Loupe (x15) Microscopie (x400)

Figure 70 : Aspect morphologique de Nemania serpens
Observations macroscopiques effectuées apres 21 jours de mise en culture sur milieu PDA.
Observations microscopiques (coloration au bleu lactique)

e Nemania sp.
Cette espece a été isolée du lichen récolté en Gironde.

Le resto de la colonie est marron-gris et duveteux avec une superposition de cercles de
croissance bruns et blancs. Le verso de la colonie est orange-brun (Figure 71).

La présence de spores n’a pas été observée lors de I'observation au microscope (x 400).

La présence de bourgeons végétatifs en chapelet a été observée.

La croissance de ce champignon est moyenne (de 1,7 cm a 4,5 cm de diametre en 7 jours).
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Recto

Verso

Loupe (x15) Microscopie (x400)

Figure 71 : Aspect morphologique de Nemania sp.
Observations macroscopiques effectuées apres 21 jours de mise en culture sur milieu PDA.
Observations microscopiques (coloration au bleu lactique)

e Nemania plumbea
Cette espece a été isolée du lichen récolté en Gironde.

Le resto de la colonie est brun, duveteux voir cotonneux et au milieu blanc avec des cercles
de croissance bruns. Le verso de la colonie est de couleur marron-brun (Figure 72).

La présence de spores n’a pas été observée lors de I'observation au microscope (x 400).

La présence de bourgeons végétatifs latéraux en chapelet et des filaments en forme de
vrilles ont été observés.

La croissance de ce champignon est moyenne (de 3 cm a 8 cm de diamétre en 7 jours).

Recto Verso
Loupe (x15) Microscopie (x400)

Figure 72 : Aspect morphologique de Nemania plumbea
Observations macroscopiques effectuées apres 21 jours de mise en culture sur milieu PDA.
Observations microscopiques (coloration au bleu lactique) 95
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Masse de I'extract (mg)

I1.3. Tests préliminaires de production de métabolites

[1.3.1. Essais d’optimisation de culture
Deux souches ont été sélectionnées : Nemania serpens et N. aenea var. aureolatum, dans
le but de déterminer les parametres de culture de ces champignons permettant d’obtenir le

meilleur rendement en métabolites.
Trois milieux de culture ont été utilisés pour ces tests d’optimisation :

o un milieu PDA (potato dextrose agar),
o un milieu a base d’avoine (OA : oatmeal agar)

o un milieu PDA carencé (dilué 4 fois).

By

Apres un mois d’incubation a température ambiante a la lumiére naturelle avec des
extractions toutes les semaines (3 boites de Pétri par semaine), les conditions optimales de
culture ont été déterminées par comparaison des profils CCM (témoin milieu seul par

rapport aux extraits fongiques) et des rendements massiques obtenus.

Dans un premier temps, 'impact du milieu carencé a été visible sur la production de
métabolites. En effet, par comparaison des différents profils CCM, notamment pour

Nemania serpens, la diversité en composés a beaucoup diminué (Figure 73).

Les deux champignons sélectionnés n’ont pas produit de métabolites supplémentaires

pour pallier au manque de nutriments du milieu carencé.

a Témoin PDA 4,5 mg e b
07 Témoin PDAdilué | 32mg | =~ oA -
35 T—— | Témoin OA 46mg | ———————— 35
i
30 £ 30
25 g 25
K
20 b i 2 2
— °
15 g 15
b/\ = /.’.\
10 10 —
5 V/ \ 5 Av\

7 14 21 28 7 14 21 28
Jours Jours

Figure 73 : Récapitulatif des masses (rectifiées par rapport au témoin) des différents extraits
Nemania aenea var. aureolatum (a) et Nemania serpens (b)

De plus, pour le milieu OA, un rendement massique relativement élevé a été obtenu
(Figure 73). Cependant, I'extraction du milieu seul montre la présence d’'une multitude de
composés également retrouvés dans les extraits fongiques. Contrairement au milieu PDA, ou
un nombre négligeable de métabolites ont été extraits (Figure 74).
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T 7 14 21 28 T 7 14 21 28 T 7 14 21 28 T 7 14 21 28 T 7 14 21 28 T 7 14 21 28
PDA dilué PDA OA PDAdilué PDA OA

Figure 74 : Récapitulatif des profils CCM des différents extraits
Nemania aenea var. aureolatum (a) et Nemania serpens (b)
Eluant : Toluéne/AcOEt/acide formique 70:20:5 et T = Témoin milieu seul
Observation sous UV (254 et 365 nm) et révélation par I'anisaldéhyde sulfurique.

Ainsi, les conditions optimales de culture ont été déterminées comme étant : 21 jours de

culture dans le milieu PDA.

Ces différents résultats mettent en évidence I'importance du milieu nutritif utilisé lors de
la culture des champignons. Cette particularité est notamment mise a profit avec la méthode
OSMAC (One Strain Many Compounds) qui conduit a la surexpression ou sous expression de

certains métabolites en milieu approprié.

11.3.2. Sélection des souches

A la suite de la détermination des conditions de cultures, six souches ont été
sélectionnées pour des investigations chimiques et biologiques. Ces différentes souches ont
été choisies du fait d’étre isolées a la fois des lichens récoltés en Correze et en Gironde.
Cependant, les souches de Nemania aenea var. aureolatum provenant de Corréze n’ont pas
pu étre utilisées, compte tenu de I'absence de croissance lors du repiquage. Ainsi, seulement
deux souches de génotypes différents ont été sélectionnées pour N. aenea var. aureolatum.
En ce qui concerne N. serpens, deux souches provenant du lichen de Corréze et deux autres
issues du lichen récolté en Gironde ont été choisies (Tableau 14).

Tableau 14 : Récapitulatif des souches sélectionnées

Espéces fongiques  Génotypes Correze Gironde
Nemania aenea var. 1 - Gir_20
aureolatum 2 - Gir_10
1 Cor_08 Gir_26
Nemania serpens 2 Cor_12 -
3 - Gir_22

II.4. Culture a petite échelle
La culture a petite échelle a été réalisée principalement dans le but d’effectuer des tests
d’activités biologiques afin de cibler plus facilement les souches pouvant contenir des

métabolites secondaires bioactifs.
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Les six souches sélectionnées ont été mise en culture en boites de Pétri (4 par
champignon) contenant 20 mL de milieu PDA. Ces cultures ont été incubées a température
ambiante exposées a la lumiere naturelle, puis extraites avec 100% d’acétate d’éthyle

(cf. Partie C § 111.2).

Apreés filtration et évaporation a sec, les différents extraits obtenus ont été pesés
(Tableau 15) et analysés par CCM et CLHP (cf. § I1.5.1).

Tableau 15 : Récapitulatif des masses d’extraits pour les six extraits fongiques

N . , Codes

Espéces fongiques  Génotypes didentification Masse (mg)

Nemania aenea var. 1 Gir_10 37,0

aureolatum 2 Gir_20 46,5

1 Cor_08 50,8

Nemania serpens . Gir_26 7.7

2 Cor_12 58,9

3 Gir_22 59,9

Témoin milieu seul 8,2

Des petites cultures en milieu liquide ont aussi été réalisées par ensemencement de
morceaux de mycélium. Cependant, dans ces conditions de culture, les champignons ne se
sont pas développés. Ceci peut s’expliquer par I'absence d’appareils reproducteurs sexués
tels que des spores lors des observations microscopiques. En effet, pour I'ensemencement
des milieux liguides, il est convenu de réaliser des solutions de spores, qui n’ont pas pu étre
réalisés dans ce cas précis. Ainsi, la culture en milieu liquide a été abandonnée au profit de la

culture sur milieu solide.
I1.5. Profilage chimique des extraits fongiques des souches sélectionnées

11.5.1. CCM et CLHP-DAD

Les profils chimiques des six extraits ont été analysés par CCM (Figure 75) et CLHP-DAD
(Figure 76). Les extraits sont repris dans I'acétone a une concentration de 1 mg/mL et un
dépbt de 5 pL est ensuite réalisé sur les plagues CCM. Les plagues CCM ont été observées
sous lumiére UV (254 et 365 nm) puis révélées par l'anisaldéhyde sulfurique (ANS)
(Figure 75). La révélation par I’ANS permet de mettre en évidence différentes familles de

molécules (ex. triterpénes, stérols, ...).
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Figure 75 : Analyse par CCM des six extraits fongiques sélectionnés
Eluant : Toluéne/Acétate d’éthyle/Acide formique 70: 20: 5 (v/v/v). (T : témoin milieu seul)
Observation sous UV (365 et 254 nm) puis révélation par I'anisaldéhyde sulfurique.
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Figure 76 : Superposition des profils CLHP des six extraits fongiques sélectionnés (a 300 nm)

Les profils CCM et CLHP des extraits obtenus a partir des deux génotypes de Nemania
aenea var. aureolatum (Gir_20 et Gir_10) sont relativement proches, de méme pour Cor_12
et Cor_08, contrairement aux profils des extraits Gir_22 et Gir_26 ou plusieurs signaux sont

présents ou absents en comparaison avec les autres profils de la méme espéce (Figure 76).

Ces résultats montrent une influence minime du génotype sur la production de
métabolites mais une variabilité en fonction du biotope et des conditions
environnementales auxquelles les lichens ont été soumis au cours de leur croissance. En

effet, dans la nature, les souches fongiques les mieux adaptées aux conditions
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environnementales se sont développées au détriment des autres. Ainsi, ces différentes
souches ont gardés en mémoire |'expression de leurs genes, d’ou la variabilité observée

entre deux souches provenant chacune d’un lichen différent.

[1.5.2. Réseaux moléculaires
Les six souches sélectionnées ont fait I'objet d’'une étude de profilage chimique par

réseau moléculaire (Figure 79).

De plus, lors de I'analyse, plusieurs correspondances ont permis d’identifier les
composés du cluster [1] avec des masses comprises entre m/z 261 et 311 [M+H]"
appartenant a la famille structurale des dicétopipérazines (cyclopeptides). En effet, le
composé a m/z 261 [M+H]" a été identifié comme étant la cyclo(L-Pro-L-Tyr) de formule
brute C14H16N,03, celui & m/z 277 [M+H]" correspond a la cyclo(Tyr-Leu) de formule brute
C15H20N,05 et le composé a m/z 311 [M+H]" correspond a la cyclo(Phe-Tyr) de formule brute
Ci1gH1gN,03 (Figure 77). La cyclo(L-Pro-L-Tyr) a été retrouvée dans les extraits de Nemania
aenea var. aureolatum (Gir_20 et Gir_10) et N. serpens (Gir_22 et Gir_26). La cyclo(Tyr-Leu)
a quant-a elle été identifiée uniquement dans les extraits Gir_ 20 et Gir_10 et la

cyclo(Phe-Tyr) seulement dans les extraits de Gir_20 ; Gir_10 et Gir_26

(o]
NH N
HN HN
HO HO
o Cyclo(Phe-Tyr) o

Cyclo(Tyr-Leu) Cyclo(L-Pro-L-Tyr)

Figure 77 : Structures des composés identifiés appartenant a la famille des cyclopeptides

Le composé a m/z 255 [M+H]" du cluster [2], celui & m/z 245 [M+H]" du cluster [4] ont été
respectivement identifiés par la base de donnée du GNPS comme étant la daidzéine, de

formule brute C15sH1004 et la phénylalanine, de formule brute C14H1sN,05 (Figure 78).

i o
. , . N——" CyH,NO,P*
Daidzéine Phénylalanine o— P 0/\/ ‘ m/if 54133‘327412

OH LysoPC(18:3)

(2]

HOH

O k 1-(9Z,12Z,15Z-octadecatrienoyl)-sn-glycero-3-phosphocholine
w T{WV\/\/\/\/\/

Figure 78 : Structures des composeés identifiés des clusters [2] ; [3] et [4]
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Figure 79 : Réseaux moléculaires obtenus apres visualisation par Cytoscape
des interconnexions des spectres MS/MS des différents extraits fongiques.
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Un autre cluster [3] constitué de métabolites structuralement proches avec des masses
compris entre m/z 518 et 562 [M+H]" a été identifié. Un des quatre composés constituants le
cluster a été identifié par la base de données du GNPS comme étant un lysophospholipide.
En effet, le composé a m/z 522 [M+H]" correspond a la 1-(9Z-octadecenoyl)-sn-glycero-3-
phosphocholine (LysoPC(18:1(92)) ; C,6Hs,NO-P). Ainsi par comparaison avec les spectres de
ce métabolite, les composés a m/z 520 [M+H]" et 518 [M+H]" ont été identifiés comme étant
respectivement la 1-(9Z,12Z-octadecadienoyl)-sn-glycero-3-phosphocholine (LPC(18:2/0:0);
Cy6HsoNO4P) et la 1-(9Z,12Z,15Z-octadecatrienoyl)-sn-glycero-3-phosphocholine
(LysoPC(18:3) ; CysHagNO;P). Cependant, le composé a m/z 562 [M+H]" n’a pas pu étre
identifié. Les composés & m/z 520 [M+H]" et 522 [M+H]" ont déja été identifiés dans le

réseau de Nephroma laevigatum vu précédemment (cf. Partie A § 111.2.2.2).

Néanmoins, I'efficacité de cette technique repose sur l'ionisation et la fragmentation des
composés et des parametres utilisés. De plus, les bases de données contenues dans le GNPS
permettant lors de I'analyse, I'identification directe par correspondance des spectres MS/MS
entre eux, restent, a I’heure actuelle, encore limitées. Cependant, bien que cette méthode
de déréplication apporte des informations complémentaires a une analyse phytochimique
classique, celle-ci n’a pas pu étre utilisée en tant que telle, faute de temps. En effet, la
collaboration en vue des analyses LC-MS/MS hautes résolutions et l'utilisation de la
plateforme GNPS ont été réalisées pour les différents extraits seulement au mois de juin
2017. Cette nouvelle approche aurait peut-étre permis de mettre en évidence, les molécules
déja isolées et identifiées de champignons endolichéniques et donc concentrer les
recherches sur la purification et l'identification de nouveaux métabolites potentiellement

bioactifs.
1.6. Evaluation des activités biologiques des extraits fongiques

11.6.1. Activités antiprolifératives

L’activité antiproliférative de chaque extrait fongique a été évaluée sur quatre lignées
cellulaires cancéreuses, deux colorectales (HT-29 et HCT116) et deux prostatiques (PC-3 et
DU145). La viabilité des cellules traitées par les extraits fongiques est déterminée aprés 48h
de traitement par un test au MTT (Freimoser et al., 1999) puis rapportée a la viabilité des

cellules témoins évaluée dans les mémes conditions. Les résultats sont exprimés en
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pourcentage de viabilité par rapport aux cellules témoins non traitées (Figure 81 et 82). Les

Clsg sont ensuite calculées.

Nemania aenea var. aureolatum montre une activité antiproliférative sur toutes les
lignées cellulaires avec des Clso comprises entre 13,6 et 38,3 ug/mL (Figure 81 et Tableau 16)
contrairement a Nemania serpens, ol plusieurs variations d’activités ont été observées en
fonction du génotype, de l'origine géographique des souches fongiques et des lignées

cellulaires utilisées (Figure 82 et Tableau 16).

En effet, les souches Cor_08 et Gir_26 ont été identifié comme étant des Nemania
serpens issues du méme génotype. Cependant, elles n‘ont pas la méme origine
géographique (Correze et Gironde). Ainsi, les variations d’activités peuvent étre dues aux
facteurs environnementaux du lieu d’origine du champignon, qui de fait a produit différents
métabolites pour se protéger et se développer dans cet environnement. L'influence
génétique joue un réle important dans ce cas précis (mémoire de I'expression des genes ;
diffusion dans la gélose de métabolite pour Cor_08 (halo orange; Figure 80) et une
différence de quelques métabolites observée lors de I'analyse CLHP; cf. § 11.5.1). Pour
I'extrait Gir_26, la Clsg est atteinte seulement avec la lignée cellulaire DU145 (89,3 *
1,7 ug/mL), contrairement a I'extrait Cor_08 qui montre un effet antiprolifératif pour toutes

les lignées cellulaires avec une Clsg comprise entre 13,3 pg/mL et 33,7 ug/mL (Tableau 16).

Figure 80 : Observation macroscopique des souches Cor_08 et Gir_26

L’extrait Cor_12 montre une activité proche de celle de Cor_08 pour les lignées
cellulaires HCT116 et DU145 avec des Clsg de 28,1 et 18,9 pug/mL. Cependant, pour la lignée
HT-29, cet extrait s’est révélé moins actif que I'extrait Cor_08 (Clso = 60,7 pg/mL contre
30,5 pg/mL). Pour la lignée PC-3, cet extrait a présenté une faible activité puisque la Clsg
n’est pas atteinte a 100 pg/mL. L’extrait Gir_22 a montré une activité principalement sur les
lignées cellulaires HCT116 et DU145, toutefois plus faible que celle de I'extrait Cor_08
(Clso = 44,6 et 28,5 pg/mL contre 23,9 et 13,3 pg/mL).
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Figure 81 : Effets antiprolifératifs a 48h des extraits fongiques de Nemania aenea var. aureolatum
sélectionnés sur les lignées cellulaires cancéreuses colorectales HT-29 et HCT116 et prostatiques PC-3 et
DU145 (n=3, * p<0,05).
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Figure 82 : Effets antiprolifératifs a 48h des extraits fongiques de Nemania serpens sélectionnés sur
les lignées cellulaires cancéreuses colorectales HT-29 et HCT116 et prostatiques PC-3 et DU145 (n=3, * p<0,05).
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Par conséquent, les extraits les plus actifs sont Gir_20 pour Nemania aenea var.

aureolatum et Cor_08 pour N. serpens.

Tableau 16 : Récapitulatif des différentes Clso (en pg/mL) obtenues pour
les six extraits fongiques testés. Test antiprolifératif a 48h (n=3)

\ . . Codes

Espéces fongiques  Génotypes didentification HT-29 HCT116 PC-3 DU145
Nemania aenea var. 1 Gir_10 34,8+£5,8 22,8+ 2,6 38,3+5,3 24,2 +4,6
aureolatum 2 Gir_20 245123 13,616 30,0+3,7 14,1+4,1
1 Cor_08 30,5+4,8 239+23 33,7+3,4 13,3+3,7
Nemania serpens 1 Gir_26 > 100 > 100 > 100 89,3+1,7
2 Cor_12 60,7+2,1 28,1+1,6 > 100 18,9+1,5
3 Gir_22 > 100 44,6 +49 > 100 28,5+1,7

Les deux souches les plus actives (Gir_20 et Cor_08) ont été sélectionnées pour une

investigation plus approfondie de leur effet au niveau cellulaire et appréhender leur

mécanisme d’action.

11.6.2. Effets des extraits bruts sélectionnés sur les lignées HT-29 et PC-3

11.6.2.1. Observations microscopiques

Afin de vérifier I'effet des extraits Gir_20 et Cor_08 sur les lignées cellulaires HT-29 et

PC-3, des observations microscopiques ont été effectuées (Tableau 17 et 18).

Tableau 17 : Observations microscopiques de la lignée cellulaire HT-29 apres traitement a 24, 48 et 72h.

Concentration
testée 24h

48h

72h

Témoin -
Gir_20 25 pg/mL
Cor_08 30 pg/mL

Au niveau cellulaire, des changements morphologiques ont été observés chez les deux

lignées traitées avec les deux extraits fongiques. En effet, une diminution de la prolifération
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cellulaire, visible notamment par I'absence d’ilots cellulaires pour la lignée cellulaire HT-29,

ainsi que la présence de cellules flottantes ont été observées (Tableau 17 et 18).

Ces changements morphologiques peuvent étre dus a un mécanisme d’apoptose. Le
processus de mort cellulaire programmée, ou apoptose, est généralement caractérisé par
des caractéristiques morphologiques distinctes et des mécanismes biochimiques spécifiques.
L'apoptose est considérée comme une composante essentielle de nombreux processus en
éliminant notamment les cellules endommagées ou infectées. Les voies extrinseque et
intrinséque représentent les deux principaux processus apoptotiques (EImore, 2007; Ouyang
et al., 2012). Ainsi, I'effet de ces deux extraits sur I'apoptose et ses mécanismes d'action par
I'analyse de l'expression de marqueurs protéiques pro- et anti-apoptotiques ainsi que la

fragmentation de I'ADN ont été étudiés.

Tableau 18 : Observations microscopiques de la lignée cellulaire PC-3 apres traitement a 24, 48 et 72h.

Concentration

o 24h 48h 72h
Témoin -

Gir_20 30 pg/mL

Cor_08 35 pg/mL

11.6.2.2. Analyse de I’expression protéique
Pour les deux lignées cancéreuses HT-29 et PC-3 traitées par les deux extraits bruts,
I'activation des pro-caspases-8 et 3 ainsi que le clivage de la PARP ont été observés par

Western blot aprés 24 et 48h de traitement.
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Figure 83 : Effets des extraits Gir_20 et Cor_08 sur I’expression
des pro-caspase-8 et -3 dans la lignée cellulaire HT-29

L'analyse par Western blot a permis de mettre en évidence une diminution de
I’expression de la pro-caspase-8 par rapport au témoin sur les deux lignées cellulaires HT-29
et PC-3, aprés 48h de traitement en présence des extraits bruts. Par ailleurs, les résultats ne
montrent pas de variation significative de I'expression de la pro-caspase-3 apres traitement

(Figure 83 et 84).
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Figure 84 : Effets des extraits Gir_20 et Cor_08 sur I’expression
des pro-caspase-8 et -3 dans la lignée cellulaire PC-3

La protéine PARP (poly-ADP-ribose polymérase) est une enzyme de réparation de I’ADN,
c’est aussi un des substrats de la caspase-3. En effet, au cours du processus d’apoptose, la
PARP (116 kDa : forme native) est clivée par la caspase-3 générant deux fragments dont un
de 89 kDa. Une fois clivée, la PAPR est inactive et ne peut donc plus réparer I’ADN lorsque

celui-ci est endommagé.

Pour la lignée cellulaire HT-29 apres 48h de traitement, une diminution de I'expression
de la forme native de la protéine PARP n’a été observée que pour l'extrait Gir_20.
Néanmoins, I'augmentation de I'expression de la forme clivée est détectée pour les deux

extraits (Figure 85).
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Figure 85 : Effets des extraits Gir_20 et Cor_08 sur le clivage
de la PARP dans la lignée cellulaire HT-29

Pour la lignée cellulaire PC-3, le traitement par les deux extraits induit a 48h, une
diminution de I'expression de la forme native corrélée a une augmentation d’expression de
la forme clivée (Figure 86).
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Figure 86 : Effets des extraits Gir_20 et Cor_08 sur le clivage
de la PARP dans la lignée cellulaire PC-3

[1.6.2.3. Induction de la fragmentation de I’ADN

Le kit « Cell Death Detection ELISA™™® » permet la quantification des fragments
oligonucléosomiques (environs 180 — 200 paires de bases) dans une condition traitée en
fonction du témoin. Le taux de fragmentation de I’ADN a été quantifié aprés 24 et 48h de

traitement par les deux extraits bruts sur les lignées cellulaires HT-29 et PC-3.

Fragmentation de I'ADN (fold)

7 T HT-29 7T PC-3
6 1 26 1 x
5+ g5 1 X
* =
AT o2ah || €4 T O24h
3T §3 +
* W48h ® W48h
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1 ] I gp 1 ]
. N1l g7 '
Témoin DMSO Gir_20-25 pg/mL  Cor_08 - 30 ug/mL Témoin DMSO Gir_20-30 pug/mL  Cor_08 - 35 pg/mL

Figure 87 : Effets des extraits Gir_20 et Cor_08 sur la fragmentation de ’ADN
sur les lignées cellulaires HT-29 et PC-3 (n = 3, * P < 0.05)

Dans les cellules de la lignée HT-29 traitées avec les deux extraits bruts, le taux de
fragmentation de I’ADN est de 1,67 et 2,09 a 24h et de 1,15 et 3,86 a 48h pour Gir_20 et

Cor_08 respectivement (Figure 87).
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Pour les cellules PC-3, le taux de fragmentation d’ADN est de 1,36 et 3,72 a 24h et de
1,46 et 5,72 a 48h pour Gir_20 et Cor_08 respectivement (Figure 87).

La diminution de I'expression de la pro-caspase-8 au profit de sa forme clivée (caspase-8)
donc active a été mise en évidence en présence des deux extraits fongiques. Le clivage de la
PARP et I'augmentation de la fragmentation de ’ADN mettent en évidence I'induction de
I’'apoptose probablement par la voie extrinseéque du fait de la diminution de I'expression de
la pro-caspase-8 lors des traitements des cellules avec les deux extraits bruts sur les lignées
HT-29 et PC-3. De plus, le ratio entre la protéine pro-apoptotique Bax et la protéine anti-
apoptotique Bcl-2 n’a montré aucune modulation par Western blot suite aux traitements, ce
qui semblerait ne pas impliquer la voie intrinséque mitochondriale. Afin de confirmer cette
hypothése, d’autres investigations seront réalisées par l'utilisation d’autres marqueurs
mitochondriaux (dosage de la caspase-3 (kit ELISA), membres de la famille Bcl-2, activation

de la pro-caspase-9, ...).

Ces especes n’étant pas décrites, a notre connaissance, dans la littérature pour leur effet
antiprolifératif, d’autres investigations plus poussées vont étre réalisées afin de déterminer
les mécanismes d’actions mis en jeu lors de I'apoptose ainsi que la suite des investigations
phytochimique afin d’isoler et d’identifier la ou les molécules responsables de I'activité

antiproliférative observée.

11.6.3. Activité anti-biofilm fongique
Un test d'activité contre la phase de maturation du biofilm (Figure 88) de Candida

albicans (traitement initié aprés 2h d’adhérence et d’une durée de 24 ou 48h) a été réalisé

en présence des six extraits fongiques. Sloughing
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Figure 88 : Modele de développement du biofilm (Petrova et Sauer, 2016)

2
l@j

Aurélie LAGARDE | Thése de doctorat | Université de Limoges | 20 décembre 2017 110

(@) BY-NC-ND | mEN|



Pour chaque extrait testé, les absorbances a 450 nm ont été mesurées et les moyennes
ont été statistiguement comparées a celles du témoin négatif (Test de Kruskal-wallis,
p<0,05). Les concentrations inhibant 50% du développement du biofilm (Clsg) ont ensuite été

calculées.

Tableau 19 : Concentrations inhibant 50% du développement du biofilm
des six extraits fongiques (Clsp en pg/mL) (n=2)

N . , Codes
Espéces fongiques  Génotypes d'identification 24h 48h
Nemania aenea var. 1 Gir_10 200 25
aureolatum 2 Gir_20 50 50
1 Cor_08 100 25
. 1 Gir_26 > 200 25

Nemania serpens =

2 Cor_12 100 100
3 Gir_22 > 200 200

Deux extraits (Gir_22 et Cor_12) n’ont pas montrés d’activité anti-biofilm sur la phase de
maturation quel que soit la durée du traitement (Clsg = 200 pg/mL et Clsp = 100 pg/mL a
24 et 48h, pour les extraits Gir_22 et Cor_12 respectivement).

Trois extraits (Gir_10; Cor_08 et Gir_26) ont montré un effet anti-biofiim modéré
(Clsp = 25 pg/mL) seulement aprés 48h de traitement (Tableau 19).

La souche Gir_20 a quant-a elle, un effet anti-biofilm modéré (Clso = 50 pg/mL), dés 24h
de traitement, effet persistant aprés 48h.

Les résultats des tests sur le biofilm fongique suggérent un potentiel anti-biofilm sur
Candida albicans des extraits de Nemania aenea var. aureolatum. Les chromatogrammes
des deux génotypes (Gir_10 et Gir_20) étant similaire, les activités biologiques attendues
devraient étre comparables. Ainsi, il serait pertinent de réaliser un deuxieme test sur un

second alicot.

11.6.4. Activité anti-biofilm bactérien

La formation de biofilm bactérien (Staphylococcus aureus ; Gram positif) été évaluée par
la méthode au cristal violet en présence des six extraits fongiques accompagnés d’un
dénombrement bactériens et d’un antibiogramme a 100 pg/mL de chaque extrait sur

Pseudomonas aeruginosa (Gram négatif).

Tous les extraits fongiques n‘ont montré aucune d’activité anti-biofilm bactérien sur
Staphylococcus aureus dans la gamme de concentrations testées (3 a 100 pug/mL). De plus, le

dénombrement bactérien réalisé en paralléle des tests au cristal violet, n’a montré aucune
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différence significative avec les témoins. Par ailleurs, aucune zone d’inhibition n’a été

observée sur les antibiogrammes a Pseudomonas aeruginosa en présence des extraits
fongiques.
II.7. Production a grande échelle

La culture a grande échelle a été réalisée dans le but d’isoler et d’identifier les molécules

pouvant étre responsables de I'activité antiproliférative de I’extrait brut de départ.

Les souches Gir_20 (Nemania aenea var. aureolatum) et Cor_08 (Nemania serpens) ont
été mises en culture sur 240 boites de Pétri chacune contenant 20 mL de milieu PDA. Ces
cultures ont été incubées a température ambiante a la lumiére naturelle, puis extraites par

100% d’acétate d’éthyle (cf. Partie C § 111.2) apres 21 jours d’incubation.
Apres filtration et évaporation a sec, les deux extraits obtenus ont été pesés. Ainsi,
1,062 g et 1,212 g d’extraits bruts de Gir_20 et de Cor_08 ont été obtenus respectivement.

La comparaison des profils CLHP des extraits brut de Gir_20 confirme la modification de

la composition en métabolites de ces deux extraits (Figure 89).

0,07 —

006 | h H P ——  Gir_20PE
‘ Gir_20 GE
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0,04 — |
\
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o 5 10 15 20 25 30 35
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Figure 89 : Comparaison des profils CLHP des cultures de Gir_20 a grande (GE) et petite (PE) échelle

L’extrait brut de Cor_08 a quant a lui des Clsg proche de celle de I'extrait de la culture a
petite échelle (Tableau 20). En effet, un intervalle de température équivalent a été mesuré
lors de la réalisation de la production a grande échelle par rapport a la culture a petite
échelle.

La comparaison des profils CLHP des extraits brut de Cor_08 permet de visualiser les
métabolites (absorbant sous UV) susceptible d’étre responsable de I'activité antiproliférative

des deux extraits (Figure 90). En effet, dans les deux cas des métabolites actifs sont présent.
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Figure 90 : Comparaison des profils CLHP des cultures de Cor_08 a grande (GE) et petite (PE) échelle

L'activité antiproliférative a été évaluée pour ces deux extraits. Cependant, pour I'extrait
brut de Gir_20, les Clsg observées pour la culture a petite échelle n’ont pas été retrouvées
(Tableau 20). En effet, cet extrait n’a montré aucune activité antiproliférative dans la gamme

de doses testées pour les lignées cellulaires HT-29 et PC-3.

Pour les lignées cellulaires HCT116 et DU145, il s’est révélé moins actif que I'extrait de la
culture a petite échelle (99,3 * 4,3 contre 13,6 + 1,6 pg/mL et 72,3 + 2,0 contre 14,1 + 4,1

ug/mL respectivement).

Ce changement d’activité peut étre di a une modification des parametres de culture,
notamment la température ou la lumiére. En effet, les cultures étant réalisées a température
ambiante et a la lumiere naturelle, ces parametres ne peuvent donc pas étre contrélés. Un
changement de température entre les deux cultures a été observé (diminution de 2 a 4°C) et
n’ont pas été réalisé au méme moment (lumiére variable). Afin de déterminer le paramétre
influant sur l'activité de ces extraits fongiques, une culture en atmosphére contrélé sera
réalisée.

Tableau 20 : Récapitulatif des différentes Clso (en pg/mL) obtenues pour les extraits fongiques en

production a grande échelle. Test antiprolifératif a 48h (n=3 ; * n=1)
(PE = petite échelle ; GE = grande échelle)

Espéces fongiques HT-29 HCT116 PC-3 DU145
Gir 20 PE 245+2,3 13,6+1,6 30,0+3,7 14,1+4,1
- GE > 100 99,3+4,3 > 100 72,3+2,0
Cor 08 PE 30,5+4,8 239+2,3 33,7+3,4 13,3+3,7
- GE 45,9* 18,6 +2,3 34,4* 11,7 +4,7

Les données de la littérature sur I"’étude phytochimique des champignons appartenant

au genre Nemania ne sont pas nombreuses d’ou notre intérét plus particulier pour les
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especes appartenant a ce genre. La composition chimique de Nemania serpens a récemment
fait l'objet d’une étude (lbrahim et al., 2017). Plusieurs polycétides comme
I’époxynemanione A, les nemanifuranes A a F et les nemanilactones A a C ont été isolés,
ainsi qu’un nordammarane triterpene, une coumarine (5-méthylmélléine), une quinone

époxydée (phyllostine) et I'acide 2-(hydroxyméthyl)-3-méthoxybenzoique (Figure 91).

OH (o] OH OH o [0}
[0}
o HO e OH
S o W
0O "I"”//
OH o

Epoxynemanione A Nemanifuranone B 5-méthylméliéine Phyllostine

Acide 2-(hydroxyméthyl)-3-
Nemanilactone B Nemanilactone C méthoxybenzoique Nordammarane triterpéne

Figure 91 : Quelques exemples de composés isolés de Nemania serpens

1.8. Etude phytochimique de Nemania aenea var. aureolatum (génotype 1 ; Gir_20)

11.8.1. Fractionnement et purification
Un fractionnement de I'extrait Gir_20 a été réalisé sur colonne de Sephadex® LH-20

conduisant a I'obtention de dix-sept fractions (Figure 92).

Pour la purification des fractions obtenues, plusieurs étapes de séparation ont été
nécessaires via l'utilisation de différentes techniques de chromatographies
(CCM préparative, CLMP). A la fin de chaque étape de séparation, le profil
chromatographique des fractions obtenues sont analysées par CCM.

La purification des composés est détaillée dans la partie expérimentale de ce manuscrit.
Six métabolites ont été isolés de I'extrait fongique Gir_20:

o G1 =nordammarane triterpene

o G2 =stéréoisomere de G1

o G4 = acide palmitique

o G5 =daidzéine

o G6 =adénosine

o G3 =nordammarane triterpéne proche de G1 et G4.

Aurélie LAGARDE | Thése de doctorat | Université de Limoges | 20 décembre 2017 114

(@) BY-NC-ND | mEN|




L'identification structurale de ces composés est détaillée dans le paragraphe suivant.

Extrait Gir_20

1,062¢g
Sephadex LH-20
MeOH 100%
17 fractions
# - # —#
4 y 9,8mg
Précipitation E FG Précipitation
dans le méthanol dans le méthanol CCMprép
70me 301,7mg AcOEt 100%
cLmP l
\ 4 Silice 15-25um Fraction Fp
Fraction E CycloH/AcOEt
rf; |Son P 80:20 > 0:100 (30 mg) y y
(17,5 mg) Puis AcOEt/MeOH G5 G6
100:0 - 50:50 CCM prép
CCMprép AcOEt/Mgegrg (0,7 mg) (2,7 mg)
AcOEt 100% ! G4 - v
cLmP
G1 Silice 15-25um (5,1 mg) G1
AcOEt/MeOH 6,1m
(4,6 mg) 100:0 > 50:50 (6,1 me)
A A 4 A 4 A 4
G1 Fraction E5-6 G2 G3
(5,9mg) (9,4 mg) (6,7 mg) (9,2mg)
CCM prép
AcOEt 100%
\4
G1
(2,8 mg)

Figure 92 : Schéma récapitulatif des purifications des composés issus
de P’extrait Gir_20 (Nemania aenea var. aureolatum)

11.8.2. Détermination structurale des composés isolés

11.8.2.1. Composés G1 et G2
Les composés G1 (13,3 mg) et G2 (6,7 mg) ont été isolés sous la forme d'une poudre

amorphe blanche.

Les spectres Het Bc (CDCl3, 500 MHz ; cf. Annexes 9 et 12) de ces deux composés sont
presque identiques, indiquant alors la possibilité d’étre en présence d’isomeéres. Les spectres
de masse haute résolution (ESI-gTOF), en mode négatif des deux composés présentent tous
les deux un ion pseudo-moléculaire a m/z 583,2844 [M-H] correspondant a la méme formule

brute C33H4409 qui impliquent douze insaturations confirmant ainsi I’hypothése précédente.

Le spectre H (cf. Annexe 9) du composé G1 est caractérisé par la présence des sept
méthyles sous forme de singulets a 0,96; 1,19; 1,25; 1,29; 1,44 ; 1,96 et 2,11 ppm, d’un

méthyle sous forme de doublets a 1,29 ppm, de plusieurs signaux correspondant aux
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protons aliphatiques entre 1,61 et 2,95 ppm, d’un double de doublet a 3,92 ppm et de
doublets a 5,25 ; 5,87 ; 6,00 et 7,29 ppm.

Son spectre B3¢ (cf. Annexe 9) contient trente-trois atomes de carbone et montre la
présence de cinq carbonyles a 208,5 ; 201,1; 169,8 ; 168,7 et 167,8 ppm, de quatre carbones
éthyléniques, de trois carbones porteurs d’un groupement hydroxyle a 83,6 ; 73,8 ; 72,7 ppm
et de plusieurs carbones entre 13,1 et 52,7 ppm. L'attribution compléte des protons et des

carbones a été réalisée grace a I'analyse des spectres de RMN 2D (cf. Annexes 10 et 11).

Les carbones protonés ont été identifiés et corrélés aux protons auxquels ils sont liés
grace au spectre HSQC (cf. Annexe 10). Il a permis de déduire la présence de onze carbones
guaternaires dont les cinqg carbonyles ainsi que les carbones a 151,5; 123,8 ppm, d’un
carbone porteur de groupement hydroxyle a 71,0 ppm et de plusieurs carbones a 52,7 ; 46,5

et 38,2 ppm.

L’examen du spectre 'H-'H COSY (cf. Annexe 10) a permis de mettre en évidence les
enchainements H-1/H-2; H-4/CH3-28; H-5/H-6; H-9/H-11/H-12 et H-22/H-23/H-24
(Figure 93).

Les différentes corrélations longues distances observées sur le spectre HMBC
(cf. Annexe 11) ont permis de relier entre elles ces différentes sous-structures. Le proton H-1
a 7,29 ppm correle avec les carbones a 201,2 (C3), 47,3 (C5) et 38,2 (C10) ppm. Tandis que le
proton H-5 a 2,28 ppm porté par le carbone a 47,3 ppm correle avec les carbones a 40,4 (C4)
et 208,5 (C7) ppm conduisant a la construction du cycle A. Les corrélations de H-6 a 5,25
ppm avec les carbones a 208,5 (C7); 168,7 (6-CO); 52,7 (C8) et 38,2 (C10) ppm ainsi que
celles des protons CH3 (C19) a 1,44 ppm avec les carbones a 156,9 (C1) ; 40,4 (C5) ; 41,8 (C9)
et 38,2 (C10) ppm permettent de relier le cycle A au cycle B. Les corrélations des protons CHs
(C29) a 1,19 ppm avec 52,7 (C8); 46,5 (C14) et 208,5 (C7) ppm, et du proton H-13 a 2,65
ppm avec 25,8 (C12); 52,7 (C8) et 18,2 (C18) ppm relient le cycle C au cycle B. Celles des
protons du méthyle a 2,11 ppm avec le carbone a 168,7 ppm (6-CO) et des protons du
méthyle a 1,96 ppm avec le carbone a 169,8 ppm (16-CO) confirment la présence des
groupements acétyles en position 6 sur le cycle B et en 16 sur le cycle C. Les protons du
méthyle a 0,96 ppm (18-CHs) correle avec les carbones C8, C14 et C15 tandis H-16 qui est
couplé avec H-15 correle avec les carbones a 169,8 (16-CO) ; 151,5 (C17) ; 123,8 (C20) et 46,5

(C14) ppm. Ces corrélations permettent de relier le cycle D au cycle C.
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an-o>nAa {])

£10Z 21qui09p 0Z | sabowi ap susiaaiun | 1e10100p ap @sayl | IAYVOVT al2iny

Ll

Position SH (J en Hz) COSsyY HMBC NOESY

2 5,87 d (10,0) 127,9 H1 C10 H1

a4 2,77 dq (6,8 ; 12,2) H5 ; CH5-28 C3;C5;C6;C10; C28 CH5-19 ; CH3-26

6 5,25 brs 73,8 H5 C7,C8,C10;C30 H5; CH3-28 ; CH5-29

8 - 52,7 - - -

10 - 38,2 - -

SUOINE[91109 13 (E[DAD ‘ZHN 005) O, 18 H, NWY Sa[es10ads saguuoq : TZ NeajqeL

11a 1,61 brddd (3,5; 13,0 ; 25,6) H9; H12a; H12b; H11b C13 H1; H9; H12b ; H22b ; H23b

12a 1,86 ddd (3,5; 12,4 ; 25,0) H11lb; H12b; H13 - H22b ; H12b

14 - 46,5 - - -

T9 9s0dwod Np ASTON 18 DGAIH : ASOD

15a 1,97 m 40,6 H15b C13;C14,;C16;C17;C18 H13; H16 ; CH;-18

17 - 151,5 - - -

19 1,44 s 27,6 - C1;C5;C9;cC10 H1; H4; H9; H23b

21 - 167,8 - - -

22a 2,58 m 22,8 H22b ; H23a H16

23a 1,75ddd (9,7 ; 11,7 ; 21,7) H22a; H22b ; H23 ; H24 C20;C24 H22b ; H24

25 - 71,0 - - -

27 1,25s 24,6 - C24,;C25,;C26 H24

29 1,19s 18,3 - C7,C8,;C9;Cl14 H1;H6; H13; H5

6-CH;CO 2,11s 20,7 - 6-CO H6

16-CH;CO 1,96 s 20,3 - 16-CO CH5-18




an-oNAa (D]

110z 21qwanou gz | saBow ap sysiaaun | 1e10j00p ap esayL | 3aXVOY al2iny

8Ll

Position 8H (J en Hz) 5C (ppm) cosy HMBC NOESY

2 5,87 d (10,0) 127,9 H1 C4;C10 H-1

4 2,77dq (6,8;12,4) H5; CH5-28 C3,;C5,;C6;C10;C28 H-6 ; CH5-19

6 5,25brs 73,7 H5 C5,;C7,C8;C10; 6-CO H-4 ; H-5; CH;-28 ; 6-CH;CO

8 - 52,7 - - -

10 - 38,1 - - -

Suo1e[91109 18 (5]DAD ‘ZHIN 00S) Oy, 1@ H; NINY sa[el1dads saguuoq : Zg neajqeL

1l1a 1,62 ddd (3,5; 12,8 ; 25,8) H9; H12b C8 H-1

12a 1,85ddd (3,4; 12,5; 25,0) H12b; H13 C13 H-12b ; CH5-18

14 - 46,9 - - -

29 9s0dwod np ASTON 18 D9AH © ASOD

15a 2,06 m 40,9 H15b C13;C14;C16,;C17;C18 H-16 ; CH;-18

17 - 154,5 - - -

19 145s 27,6 - C1;C5;C9;C10 H-1;H-4;H-9

21 - 164,8 - - -

22a 2,44 m 24,6 H22b ; H23b - H-24 ; H-22b

23a 1,75 ddd (4,5; 13,1 ; 24,2) H22b ; H24 C20;C22;C24;C25 -

25 - 71,8 - - -

27 1,22 24,2 - C24,;C25;C26 H-24

29 1,18s 18,2 - C7,C8,C9;Cl14 H-5; H-9 ; H-13

6-CH5CO

2,12s 20,8 - 6-CO H-6

16-CH;CO 1,99s 20,7 - 16-CO H-16




Ces différentes informations nous ont permis de construire le squelette de base d’un
nortriterpéne ayant vingt-neuf atomes de carbone (hormis les 2 groupements acétyles). Les
corrélations du proton H-22 a 2,95 ppm avec les carbones C17 ; C20; C21 et C23, du proton
H-24 avec carbones C25 et C22 ainsi que celles des protons du méthyle (26-CHs) avec C24 ;
C25 et C27 completent la chaine latérale qui est liée au cycle D par une double liaison. De

plus, elle est cyclisée sous forme de d-lactone en accord avec la formule brute.

Figure 93 : Structure plane du composé G1
Principales corrélations COSY observées et HMBC de la chaine latérale

La structure plane du composé G1 est proche de celle de I'acide hélvolique (Lee et al.,
2008; Zhang et al., 2008), qui est un triterpéne antibiotique de type fusidane isolée de
plusieurs champignons (Zhao et al., 2013). La différence entre les deux composés se situe au

niveau de la chaine latérale. (Figure 94).

Figure 94 : Structure de I’acide hélvolique
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Le composé G1 serait issu de I'époxydation au niveau de la chaine latérale de I'acide

hélvolique suivi d’'une attaque nucléophile de I’hydroxyle de I'acide conduisant a I'ouverture

de I"’époxyde (Figure 95).

OH

Cyclisation
intramoléculaire

-

Figure 95 : Hypothése de biosynthése du composé G1 a partir de I’acide hélvolique

Sa configuration relative a été déduite par |'analyse de son spectre NOESY
(cf. Annexe 11). La constante de couplage de H-4 avec H-5 (J = 12,2 Hz), est en faveur d’une
configuration relative trans-diaxiale. Les protons H-5 et H-6 présentent une faible constante
de couplage, ce qui suggere que le proton H-6 est en position équatoriale. Les corrélations
NOEs observées entre le proton H-4 et CH3-19 montrent qu’ils sont situés du méme coté du
plan et en position . Les protons du méthyle CH3-19 corrélent aussi avec H-9 et H-23b et
ceux du CHs-18 corrélent avec H-9, 6-CH3;CO et 16-CH5CO. lls sont tous situés en position f3.
Le proton H-5 correle avec H-6 et CHs3-29 tandis que H-6 corréle avec CHs-28. De plus,
H-13 corréle avec H-23b et CH3-29. lls sont situés du méme coté du plan et en position a. Le
proton H-24 correle avec H-13; H-22b; H-23a et H-23b. Il est donc orienté en «

(Figure 96). OH

Figure 96 : Structure du composé G1

La configuration relative des centres asymétriques des cycles A, B, C et D c’est-a-dire la
partie tétracyclique de ce nordammarane triterpene est la méme que celle de l'acide
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hélvolique dont la configuration absolue a été déterminée par dichroisme circulaire

(Okuda et al., 1967).

Le composé G1 a déja été isolé d’un champignon d’origine marine, Aspergillus fumigatus
KMM 4631 (isolé du corail mou Sinularia sp. ; Afiyatullov et al., 2012). Les données
spectrales (RMN 'H et °C; cf. Annexe 9) sont en accord avec ceux décrit par
Afiyatullov et al., (2012). Par ailleurs, le composé G1 a aussi été isolé de Nemania serpens,
un champignon endophyte de vigne (cépage Riesling) (Ibrahim et al., 2017). Cette équipe a
ainsi déterminée la configuration absolue de ce composé par rayons X, ce qui est en accord

avec la configuration relative proposée.

Le composé G2 présente des caractéristiques spectrales protons et carbones
(cf. Annexe 12) similaires a celles du composé G1 (Figure 97). Les principales différences
observées entre les composés G1 et G2 se situent au niveau des carbones C22 (22,8 contre
24,6 ppm), C24 (83,7 contre 85,2 ppm) et C21 (167,8 contre 164,8 ppm) et des protons de
ces mémes carbones H-22a (2,95 contre 3,11 ppm); H-22b (2,58 contre 2,44 ppm) et H-24
(3,92 contre 4,10 ppm).

Figure 97 : Structure du composé G2

Cependant, la principale différence entre ces deux composés a été observée au niveau

des corrélations NOESY (Figure 98 ; cf. Annexes 11 et 14).

En effet, pour le composé G1, des corrélations NOESY (cf. Annexes 11) sont observées
entre les protons H-22a, H-23a et H-24 indiquant alors que ces protons sont du méme coté
de la molécule. Pour le composé G2, des corrélations NOESY (cf. Annexes 14) sont observées

entre les protons H-22b et H-24, de ce fait le proton H-24 se situe de l'autre coté de la
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molécule c’est-a-dire en position  confirmant ainsi que ces deux composés sont bien des

stéréoisomeres (Figure 98 et 99).

H-24
64,10

H-24
63,92

F1 [ppm]

T T T T
286

28

3.0

T T T
4.10 4.05 4.00 3.95

F2 [ppm]

Figure 98 : Corrélations NOESY observées entre les protons H-24 et
les protons H22a ou H22b pour les composés G1 (rouge) et G2 (bleu)

Le composé G2 n’est pas décrit dans la littérature et la présence de ces deux

stéréoisomeres s’explique par une différence au moment I'ouverture de I'époxyde sur le

composé intermédiaire dans la voie de biosynthése (Figure 95).

Figure 99 : Structures des composés G1 et G2 en 3 dimensions
Les fleches indiquent les corrélations NOESY déterminantes

Les composés Gl et G2 ont pu étre identifié comme étant des nordammaranes

triterpénoides (Afiyatullov et al., 2012).

7

Le composé G2 a ici été, a notre connaissance, décrit pour la premiere fois dans cette espéce

de champignon.
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11.8.2.2. Composé G3

Le composé G3 (9,2 mg) a été isolé sous la forme d'une poudre amorphe blanche.

La structure de ce composé n’est pas totalement élucidée. Néanmoins, I'analyse de ces
spectres RMN (cf. Annexe 15) permet de le caractériser comme un nordammarane
triterpéne. Son spectre de masse haute résolution (ESI-qTOF), en mode négatif présente un
ion pseudo-moléculaire a m/z 601,2931 [M-H] correspondant a la formule brute C33H46010.
Ce composé serait donc structurellement proche de I'acide hélvolique et des composés G1

et G2.

11.8.2.3. Composé G4

Le composé G4 (5,1 mg) a été isolé sous la forme d'un liquide visqueux jaune pale.

L’analyse RMN 'H (CDCl;, 500 MHz ; cf. Annexe 16) indique la présence d’un triplet a
2,35 ppm (J = 7,5 Hz) intégrant pour 2H caractéristique d’'un méthyléne positionné en o
d’une fonction acide. Un multiplet a 1,63 ppm intégrant pour 2H correspond a un méthylene
positionné en £ d’une fonction acide. Un massif entre 1,34 et 1,26 ppm confirme la présence
de 12 méthylenes. Et enfin, un triplet a 0,88 ppm (J/ = 7,1 Hz) caractéristique d’un

groupement méthyle terminal d’une chaine aliphatique.

L'analyse RMN 13C (cf. Annexe 16)présente 16 carbones : un carbone fortement déblindé
a 178,8 ppm correspondant a une fonction acide, 14 carbones entre 34,0 et 22,7 ppm
confirmant la présence des méthyléenes de la chaine aliphatique et un carbone a 14,1 ppm
caractéristique d’un groupement méthyle terminal d’'une chaine aliphatique.

Tableau 23 : Données spectrales RMN (500 MHz, CDCl3) et corrélations COSY et HMBC du composé G4

Position OH (J en Hz) SC (ppm) COosy
1 - 178,8
2 2,351t (7,5) 33,8 H3
3 1,63 m 24,7 H2 ; H4—H13

4-13 1,26 -1,34m 29,7-29,1 H3; H14

14 1,27 m 31,9 H4—H13 ; H15
15 1,29 m 22,7 H14 ; H16
16 0,88t (7,1) 14,1 H15

Le composé G4 correspond a un acide gras saturé identifié comme étant I'acide
palmitique (Figure 100). Cette structure est confirmée par I'analyse du spectre de masse
haute résolution (ESI-gTOF) en mode négatif (ion pseudo-moléculaire a m/z 255,2381 [M-H]
correspondant a la formule brute Cy6H3,0;) et par les données de la littérature

(Bulama et al., 2015).
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Figure 100 : Structure du composé G4 : I'acide palmitique.

L'activité antifongique de ce composé a été décrite par Liu et al, (2008). Ainsi, des
cultures des champignons endolichéniques en présence de I'acide palmitigue sont
envisagées afin d’appréhender les mécanismes d’action de cet acides gras sur les

champignons pathogenes.

11.8.2.4. Composé G5

Le composé G5 (0,72 mg) a été isolé sous la forme d'une poudre amorphe blanche.

Le spectre de masse haute résolution (ESI-qTOF) en mode positif, présente un ion

pseudo-moléculaire &8 m/z 253,0394 [M+H]" correspondant a la formule brute C15H100a.

Le spectre RMN 'H (CD;0D, 500MHz ; cf. Annexe 17) présente un singulet & 8,12 ppm
intégrant pour 1H caractéristique du proton en position 2 d’une isoflavone. Deux doublets a
7,37 et 6,85 ppm intégrant chacun pour 2H et ortho-couplés entre eux (J = 8,8 Hz)
correspondent respectivement aux 4 protons aromatiques du cycle B (Figure 101). Un
double doublet a 6,93 ppm (1H, J = 8,8 et 2,3 Hz) ortho-couplé avec un doublet a 8,05 ppm
(1H, J = 8,8 Hz) et méta-couplé avec un doublet a 6,84 ppm (1H, J = 2,3 Hz) correspondent
aux trois protons aromatiques situés sur le cycle A (Figure 100). La présence des
groupements hydroxyles en position 7 et 4’ est démontrée par un effet mésomere blindant

des protons en 6 et 8 sur le cycle A et des protons 3’ et 5 sur le cycle B, respectivement.

Le spectre RMN 3C (cf. Annexe 17) montre la présence de treize carbones dont deux
intenses a 131,6 et 116,4 ppm suggérant la présence de quatre carbones aromatiques ayant
un méme environnement chimique. La présence de la fonction cétone est clairement
démontrée par la valeur de carbone a 178,4 ppm. Cette fonction justifie I'effet mésomere
déblindant sur le proton H-5 (8,05 ppm). L’analyse du spectre HSQC a permis de déduire la
présence des quatre autres carbones quaternaires a 160,0 ; 126,1; 124,5 et 118,2 ppm. Les
corrélations HMBC confirment la position des différents éléments précédemment décrit. Le
proton a 8,12 ppm (H-2) correle avec les carbones a 178,4 (C3), 160,0 (C8a) et 126,1 (C2)

ppm. Les connections longues distances du proton a 6,93 ppm (H-6) couplé avec le proton
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H-5 avec les carbones a 103,4 (C8) et 118,2 (C4a) ppm et celle du proton H-8 avec le carbone
C7 permettent ainsi de construire le noyau A et C.

Le proton H-2’ couplé avec H-3’ corréle avec les carbones C3, C4’ et C6’ tandis que le
proton H-6" couplé avec H-5' correle avec C3; C2’ et C4'. Ces différentes informations

aboutissent a la structure d’une isoflavone.

Tableau 24 : Données spectrales RMN (500 MHz, CD;0OD) et corrélations HMBC du composé G5

Position OH (J en Hz) oC (ppm) HMBC
2 8,12 s 154,8 C3;C4; C8a
3 - 126,1 -
4 - 178,4 -
5 8,05d (8,8) 128,6 C4,;C7,;C8a
6 6,93 dd (8,8 ; 2,3) 116,8 C8; C4a
7 - 165,2 -
8 6,84 d (2,3) 103,4 c7
8a - 160,0 -
4a - 118,2 =
1 - 124,5 -
2 7,37 d (8,8) 131,6 C3;C4; Ce’
3 6,85 d (8,8) 116,4 C1’;cCc4’;ce’
q - 158,8 -
5’ 6,85 d (8,8) 116,4 C1;C3;c4
6’ 7,37 d (8,8) 131,6 C3;C2 ;c4

Ainsi, en comparaison avec la littérature (Azimova et Vinogradova, 2013), le composé G5

a pu étre identifié comme étant la 4’,7-dihydroxyisoflavone ou daidzéine (Figure 101).

Figure 101 : Structure du composé G5 : la daidzéine

Les isoflavones sont généralement trouvés dans de nombreuses plantes (Liggins et al.,
2000), en particulier chez les fabacées (soja, pois, ...). Cependant, une étude récente a révélé
gue certains microorganismes peuvent également produire des flavones et des isoflavones
par biosynthése de novo (Maskey et al., 2003), méme si trouver une isoflavone dans une
souche fongique est assez peu commun. Afin de lever toute ambiguité quant-a la
provenance de cette molécule (milieu ou champignon) une analyse en réseaux moléculaires
de I'extrait fongique et de I'extrait du milieu a été effectuée. Cette analyse a révélé que les
deux extraits contenaient la daidzéine. Pour compléter la réponse a cette question, une

extraction du mycélium seul (sans milieu de culture) pourrait étre envisagé et ainsi confirmer
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la présence ou non de cette molécule dans I'extrait fongique via I'utilisation de la méthode
OSMAC (Bode et al., 2002) et par analyses MRM (Monitoring reaction multiple).

Le milieu de culture étant principalement composé d’infusion de pomme de terre, sa
composition en métabolites ne semble pas faire mention de la présence d’isoflavones (Parr

et al., 2005; Yang et Bernards, 2007), ce qui irai dans le sens de la provenance fongique.

11.8.2.5. Composé G6
Le composé G6 (2,7 mg) a été isolé sous la forme d'une poudre blanche.
Le spectre de masse haute résolution (ESI-qTOF) en mode positif, présente un ion

pseudo-moléculaire & m/z 268,1059 [M+H]" correspondant a la formule brute C1oH13N504.

L’analyse RMN *H (CD;0D, 500MHz ; cf. Annexe 18) indique la présence de deux singulets
élargis a 8,18 et 8,31 ppm intégrant chacun pour 1H pouvant étre caractéristique de deux
protons fortement déblindés (par effet inducteur de I'ensemble des atomes d’azote), d’un
doublet a 5,97 ppm et de plusieurs signaux entre 3,75 et 4,74 ppm. De plus, un ensemble de
signaux déblindés entre 5,97 et 3,75 ppm sont tous « liés » entre eux d’apres le spectre COSY
(Figure 102), ce qui est caractéristique de sucres et semble correspondre a une unité
pentose telle que le ribofuranose.

Le spectre RMN 3C (cf. Annexe 18) montre la présence de huit atomes de carbone dont
celui a 142,2 ppm qui résonne faiblement. Cependant, I'analyse du spectre HSQC montre
qgue ce carbone est un carbone protoné car celui-ci corréle directement avec le proton a
8,31 ppm. Les corrélations longues distances entre le proton H-2 a 8,12 ppm porté par le
carbone a 153,7 ppm et les carbones a 157,8 (C6) et 150,4 (C4) sont les seules observées sur
le noyau purine. La liaison entre la partie adénine et le ribofuranose est observée par les
corrélations longues distances (HMBC) entre le proton H-1’ du ribofuranose et les carbones

C4 et C8 de I'adénine (Figure 102).
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Figure 102 : Principales corrélations HMBC et COSY observées pour 'adénosine
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Ainsi, le composé G6 a été identifié comme étant I'adénosine. Cette structure est
confirmée par le nombre et les déplacements chimiques des différents carbones et par les
données de la littérature (Ciuffreda et al., 2007).

Tableau 25 : Données spectrales RMN (500 MHz, CD30D) et corrélations COSY et HMBC du composé G6

Position OH (J en Hz) 6C (ppm) cosy HMBC
2 8,18 brs 153,7 - C4;C6
4 - 150,4 - -

5 - 116,0 - -

6 - 157,8 - -

8 8,31s 142,2 - -

1 5,97 d (6,2) 91,4 H2' C4;C8;C4

2’ 4,74 br t (5,6) 75,6 H1’; H3’ cr

3’ 4,33dd (2,5;4,9) 72,8 H2'; H4’ C1’;cy

q 4,17 brd (2,3) 88,3 H3’; H5'a ; H5'B c3

5 0. 3,88dd (2,3;12,5) 63,6 H4’ ; H5'B ca 3y
B3,75dd (2,3; 12,5) H3’; H5 o

L’adénosine, est un nucléoside habituellement retrouvé dans les cellules animales et

végétales.
11.9. Etude phytochimique de la souche Cor_08 : Nemania serpens

11.9.1. Fractionnement et purification
L'extrait Cor_08 a été fractionné sur colonne Sephadex® LH-20, ce qui a conduit a

I'obtention de treize fractions.

L’activité antiproliférative des différentes fractions a été évaluée et seule la fraction la

plus active a été purifiée dans un premier temps par CLHP semi-préparative (Figure 104).

Aprés la mise au point des conditions optimales de séparation en CLHP analytique, le

systeme d’élution H,O/ACN 80:20 (v/v) a été choisi et transposé a I’échelle semi-préparative.

Les résultats de ce fractionnement sont présentés dans la Figure 103.
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Figure 103 : Fractionnement CLHP semi-préparative de la fraction | (300 nm)
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La purification des composés est détaillée dans la partie expérimentale de ce manuscrit.

Trois métabolites ont été isolés de I'extrait fongique Cor_08 :
o €1 =>5-carboxymélléine
o €2 =eugénitine
o €3 =acide para-hydroxyphénylacétique.

Extrait Cor_08
1,212¢g

Sephadex LH-20
MeOH 100%

13 fractions

106,9 mg

CLHP semi-prép
H,0/ACN
80:20 - 0:100

14 fractions

-+ #

A A 4 Y.

c1 c2 c3
(1,4mg) || (2,9mg) || (4,2mg)

Figure 104 : Schéma récapitulatif des purifications des composeés issus
de I'extrait Cor_08 (Nemania serpens)

L'identification structurale de ces composés est détaillée dans le paragraphe suivant.

[1.9.2. Détermination structurale des composés isolés

11.9.2.1. Composé C1

Le composé C1 (1,4 mg) a été isolé sous la forme d'une poudre marron clair.

Le spectre de masse haute résolution (ESI-gTOF) en mode négatif, présente un ion

pseudo-moléculaire a m/z 221,0368 [M-H] correspondant a la formule brute C11H19Os.

Les spectres RMN H (CD30D, 500MHz ; cf. Annexe 19) mettent en évidence la présence
de deux protons aromatiques ortho-couplé a 8,09 et 6,91 ppm (H-6 et H-7), d'un
groupement méthyle a 1,51 ppm (J = 6,3 Hz) ainsi que d’un CH, inéquivalent et intracyclique

qui résonne sous forme de doubles doublets a 3,86 et 3,02 ppm.

De plus, I'analyse du spectre RMN B3¢ (cf. Annexe 19) révele la présence de deux
fonctions carbonyle a 170,5 ppm (C10) et 171,8 ppm (C1). Le proton a 4,70 ppm porté par le

carbone a 77,3 ppm (C3) correspond a un groupement CH aliphatique O-lié. Ce proton (H-3)
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correle en COSY avec le groupement méthyle et les deux protons du CH, en position 4
(Figure 105).

Tableau 26 : Données spectrales RMN (500 MHz, CD30D) et corrélations COSY et HMBC du composé C1

Position OH (J en Hz) 6C (ppm) cosy HMBC
1 - 171,8 - -
4,70 m 77,3 H4pB ; H4o ; 3-CH; -
a a 3,86dd (3,0;17,7) 340 H3; H4pB C4a; C5; C8a
B3,02dd (11,7 ; 17,7) ’ H3 ; H4a C4a;C5;C8a;C3;C9
5 - 110,0 - -
6 6,91d (8,8) 116,7 H7 C5,;C8; C8a
7 8,09d (8,8) 139,7 H6 C9;C8; C4da
8 - 166,0 - -
9 - 170,5 - -
4a - 144,2 = -
8a - 123,2 - -
3-CH; 1,51d (6,3) 21,1 H3 c3;ca

Les corrélations longues distances du proton H-6 avec les carbones C8 (166,0 ppm), C10
(170,5 ppm) et C4a (144,2 ppm), du proton H-7 avec C5 (110,0 ppm), C8 (166,0 ppm) et
C8a (123,2 ppm) ainsi que celles des protons du méthylene CH,-4 avec C3 (77,3 ppm), C5
(120,0 ppm), C9 (21,1 ppm), C4a (144,2 ppm) et C8a (123,2 ppm) conduisent a la structure

de C1 correspondant a une dihydroisocoumarine.

10 COOH
Figure 105 : Corrélations observées en COSY pour la 5-carboxymélléine

Par comparaison avec les données de la littérature (De Alvarenga et al., 1978; Yan et al.,

2011), le composé C1 a été identifié comme étant la 5-carboxymélléine (Figure 105).

De plus, certains dérivés de la mélléine sont produits en quantités importantes dans les
champignons de la famille des Xylariacées facilitant leur utilisation a des fins

chimiotaxonomiques (Krohn et al., 1997).

11.9.2.2. Composé C2

Le composé C2 (2,9 mg) a été isolé sous la forme d'une poudre incolore.

Le spectre de masse haute résolution (ESI-qTOF) en mode positif, présente un ion

pseudo-moléculaire 8 m/z 221,0840 [M+H]" correspondant a la formule brute C;,H1504.
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Les spectres RMN *H (CDs0D, 500MHz ; cf. Annexe 20) met en évidence la présence d’un
singulet a 6,58 ppm intégrant pour 1H (H-8; proton aromatique fortement blindé
certainement par effets mésoméres cumulatifs en ortho et para de groupements O—R), d’un
doublet a 6,11 ppm couplé (J = 0,6 Hz) avec un méthyle a 2,39 ppm (présence d’une double
liaison porteuse d’un CH3), d’un autre groupement méthyle a 2,04 ppm et d’'un groupement
méthoxyle 3 3,91 ppm. L’analyse RMN **C (cf. Annexe 20) confirme la présence de 12
carbones dont deux groupements méthyles a 20,4 et 7,4 ppm, d’un groupement méthoxy a
56,7 ppm et d’une fonction cétone a 184,3 ppm. Les informations recueillies sur le spectre
HSQC montrent que cette molécule contient quatre carbones protonés et huit carbones

guaternaires déduits par comparaison avec le spectre Bc.

L’analyse du spectre HMBC permet de situer le groupement méthoxyle en position 7, le
groupement méthyle a 7,4 ppm en position 6 et celui a 20,4 ppm en position 2 (Figure 105).
En effet, les protons CH3—0 a 3,91 ppm corrélent avec C7 (165,3 ppm) et C8 (90,8 ppm), ceux
du 6-CH3 a 2,04 ppm correlent avec C5 (159,3 ppm), C6 (109,9 ppm), C7 (165,3 ppm) et C8
(90,8 ppm) tandis que CHs-2 a 2,39 ppm correle avec C2 (169,5 ppm) et C3 (109,4 ppm).
D’autre part, les corrélations du proton H-3 avec C2, C4, C4a et 2-CH; et celles de H-8 avec
C4 (184,3 ppm), C6 (109,9 ppm), C7 (165,3 ppm), C4a (105,8 ppm), C8a (158,2 ppm) et 6-CH3

(7,4 ppm) ont ainsi permis de construire la structure de C2 correspondant a une chromone.

Tableau 27 : Données spectrales RMN (500 MHz, CD30D) et corrélations COSY et HMBC du composé C2

Position OH (J en Hz) 6C (ppm) cosy HMBC
2 - 169,5 - -
3 6,11d (0,6) 109,4 2-CH, C2;C4;Cha; 2-CH;
4 - 184,3 = -
5 - 159,3 - -
6 - 109,9 - -
7 - 165,3 - -
8 6,58 s 90,8 - C4,;C6;C7;C8a; Cla; 6-CH;
4a - 105,8 - -
8a = 158,2 - -
2-CH, 2,394 (0,6) 20,4 H3 C2;C3
6-CH3 2,04 s 7,4 o C7,;C5;C6;C8
7-OCH;3 3,91s 56,7 - C7;C8

Ainsi, par comparaison avec les données de la littérature (Fox et Huneck, 1969), le

composé C2 a été identifié comme étant I'eugénitine (Figure 106).
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Figure 106 : Principales corrélations HMBC observées pour I'’eugénitine

L'eugénitine a déja été isolé a partir du mycobionte de Lecanora rupicola

(Fox et Huneck, 1969).

11.9.2.3. Composé C3

Le composé C3 (4,2 mg) a été isolé sous la forme d'une poudre orange-marron.

Le spectre de masse haute résolution (ESI-gTOF) en mode négatif, présente un ion

pseudo-moléculaire a m/z 151,0322 [M-H] correspondant a la formule brute CgHgOs.

Le spectre RMN 'H (CD;0OD, 500MHz ; cf. Annexe 21) met en évidence la présence de
deux doublets a 7,09 et 6,72 ppm intégrant chacun pour 2H et ortho-couplés entre eux
(/ = 8,5 Hz) correspondant a 4 protons aromatiques. Un singulet a 3,47 ppm intégrant pour
2H corréele en HSQC avec un carbone a 41,7 ppm (C7) indiquant un enchainement de type :
—CH,—CO-R. L'analyse RMN 13C (cf. Annexe 21) confirme la présence d’un CH, (C7) a 116,7
ppm, d’un cycle aromatique et d’une fonction acide (C8) a 176,8 ppm (R = OH).

Tableau 28 : Données spectrales RMN (500 MHz, CDs0OD) et corrélations COSY et HMBC du composé C3

Position OH (J en Hz) dC (ppm) Ccosy HMBC
1 = 157,5 = =
2 6,72 d (8,5) 116,3 H3 Cl;C4;C6
3 7,09d (8,4) 131,4 H2 C1;C5;C7
4 - 127,3 - -
5 7,09d (8,4) 131,4 H6 C1;C3;C7
6 6,72 d (8,5) 116,3 H5 C1;C2;C4
7 3,47 s 41,7 = C4;C5;C8
8 - 176,8 - -

Par comparaison avec les données de la littérature (Gracin et Fischer, 2005; Sajid et al.,
2011), le composé C3 a été identifié comme étant I'acide para-hydroxyphénylacétique

(Figure 107).
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Figure 107 : Structure du composé C3 : I’acide para-hydroxyphénylacétique
11.9.3. Réseaux moléculaires
Les treize fractions issues du fractionnement de Cor_08 ont fait 'objet d’une étude de
profilage chimique par réseaux moléculaire (Figure 109). Les activités antiprolifératives des

différentes fractions a été pris en compte lors de la réalisation de ces réseaux moléculaires.

Apres analyses du réseau moléculaire, plusieurs clusters se dégagent du fait d’étre issu
d’une fraction ayant une activité antiproliférative significative et contenant potentiellement

des composés bioactifs.

Les composés du cluster [1] ont des masses comprises entre m/z 241 [M+H]" et
476 [M+H]" contenant les mémes cyclopeptides identifiés lors de I'analyse des extraits
fongiques, a savoir, la cyclo(L-Pro-L-Tyr), la cyclo(Tyr-Leu) et la cyclo(Phe-Tyr). Ces composés
ont déja été identifiés dans le réseau des extraits fongique vu précédemment

(cf. Partie B § 11.5.2).

Les composés a m/z 522 et 520 [M+H]" du cluster [6] ont déja été identifié dans les
réseaux moléculaires précédent comme étant la 1-(9Z-octadecenoyl)-sn-glycero-3-
phosphocholine (LysoPC(18:1(9Z)) ; Co6Hs,NO5P) et la 1-(9Z,12Z-octadecadienoyl)-sn-glycero-
3-phosphocholine (LPC(18:2/0:0) ; C,6Hs0NO5P).

Trois autres molécules ont été identifiées par la base de données du GNPS, une a m/z
336 [M+H]", la N6—cyclopentyladénosine (cluster [1]), une autre @ m/z 271 [M+H]", I'émodine

et la derniére a m/z 183 [M+H]", ’harmane (Figure 108).
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Figure 108 : Structures des composés identifiés par la base de données du GNPS
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Figure 109 : Réseau moléculaire obtenu aprés visualisation par Cytoscape des interconnexions des spectres
MS/MS des différentes fractions de Cor_08. Cercle jaune = composés isolés lors de I'étude phytochimique
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Le composé a m/z 285 [M+H]" du cluster [3] a quant-a lui été identifié comme étant la
glycitéine (Figure 110).

+

Le cluster [4] correspond a la daidzéine et a la génistéine @ m/z 255 [M+H]" et 271 [M+H]

respectivement (Figure 110).

Daidzéine Génistéine Glycitéine

Figure 110 : Isoflavones identifiées dans le réseau moléculaire a partir des bases de données du GNPS

Lors de l'isolement de la daidzéine durant I'étude phytochimique, la provenance ce
composé n’était pas certain. Cependant, apres analyse de ce réseau moléculaire et de
I'identification d’autres isoflavones permettent d’aller dans le sens de la provenance
fongique de ces composés. De plus, Huang et al, (2012) ont aussi isolé une nouvelle
isoflavone d’un champignon endophyte de mangrove, Fusarium sp. (ZZF60). Ainsi,
I'isolement de ces composés est envisagé afin d’étudier la biosynthése de ces composés au

sein du champignon.

De plus, dans le grand cluster [2], la phénylalanine et la cyclo(L-Phe-L-4-Hyp) ont aussi
été identifiés avec des masses de m/z 245 [M+H]" et 261 [M+H]" respectivement

(Figure 111).

Phénylalanine Cyclo(L-Phe-L-4-Hyp)

ol oo

Figure 111 : Structures des composés identifiés du cluster [2]

Une correspondance a m/z 219 [M+H]" avec la 6-méthoxymélléine au niveau du cluster
[5] a été mise en évidence. Ainsi, par comparaison des profils LC-MS/MS, le composé a m/z

223 [M+H] correspond a la 5-carboxymélléine (Figure 112).

SO

COOH
5-carboxymélléine 6-méthoxymélléine

Figure 112 : Structures des composés identifiés du cluster [5]
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Cette méthode permet de se focaliser sur les composés potentiellement responsables de
I'activité antiproliférative de I'extrait de Cor_08, en ciblant les composés exclusivement

contenus dans les fractions actives.

[1.10. Activités antiprolifératives des composés isolés
Les Cls; de la 5-carboxymélléine, de [I'eugénitine et de [I'acide para-
hydroxyphénylacétique n’ont pas pu étre déterminées sur les lignées cellulaires HT-29 et

PC-3 dans la gamme de doses testées (1 — 50 uM).

Cependant des dérivés de la mélléine, notamment la 5-méthylmélléine ont été décrits
comme composé antibactérien et antifongique contre différents organismes (Kokubun et al.,
2003; Silva-Hughes et al., 2015). Ainsi, la purification de la 6-méthoxymélléine (identifiée par

réseau moléculaire) est envisagée.

Les résultats antiprolifératifs concernant I'acide para-hydroxyphénylacétique sont en
accord avec la littérature (Gao et al., 2006).

Ainsi, ces trois molécules isolées par CLHP semi-préparative ne semblent pas étre
responsable de l'activité antiproliférative de la fraction. Cependant, le pic B (Figure 103)
observés lors de la CLHP contient deux composés qui sont en cours de purification et

d’isolement.

Pour les deux stéréoisomeres G1 et G2 isolées de Nemania aenea var. aureolatum, les
premiers résultats montrent que, ces deux molécules ont des activités antiprolifératives
modérées et différentes sur les lignées cancéreuses colorectal (HT-29 et HCT116) et
prostatique (PC-3 et DU145) (Tableau 29). Ainsi, G2 est le composé le plus actif sur les
lignées cellulaires HCT116, PC-3 et DU145 avec des Clsg de 135,7; 87,3 et 81,1 uM,
respectivement et pour la lignée cellulaire HT-29, la Clsg des deux molécules est supérieure a

200 uM, montrant une légére influence de la stéréochimie sur 'activité.

Tableau 29 : Récapitulatif des différentes CI50 (en uM) obtenues pour les
deux stéréoisomeres isolés de Nemania aenea var. aureolatum (n=1)

HT-29 HCT116 PC-3 DU145
G1 > 200 > 200 113,5 > 200
G2 >200 135,7 87,3 81,1

L'acide hélvolique est connu dans la littérature pour son activité antibactérienne
(Ratnaweera et al., 2014; Zhao et al., 2010). Cependant, Afiyatullov et al., (2012) ont montré

Aurélie LAGARDE | Thése de doctorat | Université de Limoges | 20 décembre 2017 135

(@) BY-NC-ND | mEN|



qgue le composé G1 n’avait aucune activité sur Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans et Bacillus cereus. De plus, un test sur |'activité
anti-biofilm fongique (Candida albicans) ou bactérien (Staphylococcus aureus et

Pseudomonas aeruginosa) sera réalisé, en vue de confirmer ce résultat.

De plus, dans la littérature (Wattana-Amorn et al, 2016), la cyclo(L-Pro-L-Tyr), un
dipeptide cyclique retrouvé (via I'analyse des réseaux moléculaires) dans les extraits de
Gir_20; Gir_10; Gir_22 et Gir_26, a montré une activité antibactérienne contre
Xanthomonas axonopodis pv. citri et Ralstonia solanacearum avec une CMI de 31,25 pg/mL.
Cependant, aucune activité n'a été observée contre Clavibacter michiganensis (pathogenes
des végétaux). Cette molécule semble étre espéce dépendante vis-a-vis de son activité
antibactérienne. Ainsi, la purification de cette molécule permettrait de confirmer cette

hypotheése.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Les lichens sont donc des organismes uniques possédant une remarquable capacité
d’adaptation aux conditions environnementales extrémes en produisant une multitude de
métabolites secondaires spécifiques. Cependant, la disponibilité de la ressource lichénique
pose un probléme d’apport en matieres premieres, compte tenu de la croissance lente de

ces derniers.
Ainsi, ce projet de these s’est divisé en deux parties interconnectées.

Dans un premier temps, I'étude phytochimique de Nephroma laevigatum a été effectuée
a travers la réalisation d’extraits dichlorométhanique (DCM) et acétonique (AC). Le profilage
chimique des extraits par CLHP-DAD et via la réalisation des réseaux moléculaires établis sur
I’ensemble des données LC-MS/MS a I'aide de la plateforme GNPS, a permis de mettre en
évidence la diversité chimique des extraits lichéniques (anthraquinones chlorées et
triterpénoides). Ainsi, quatre anthraquinones chlorées dérivant de I’émodine ont été
identifiées dont une non encore décrite dans la littérature. Des triterpenes de type hopane

ainsi que des phospholipides ont aussi été identifiés.

L’activité antiproliférative des extraits DCM et AC a été évaluée sur la ligne cellulaire
cancéreuse colorectale humaine HT-29. L’extrait AC s’est révélé moins actif que I'extrait

DCM qui posséde une Clsg de I'ordre de 20 pg/mL aprés seulement 48h de traitement.

La purification de I'extrait dichlorométhane, plus riche en anthraquinones chlorées, a
conduit a l'isolement et l'identification de quatre composés connus dont un triglycéride

(isolé pour la premiére fois de Nephroma laevigatum) et trois anthraquinones (DCM 1 a 4).

Le composé DCM 1 n’a pas montré d’activité antiproliférative dans la gamme de doses
testées. Les composés DCM 2 a 4 ont montrés une faible activité antiproliférative sur les
guatre lignées cancéreuses testées. Cependant, le composé DCM 4 a montré une meilleure
activité avec des Clsg comprises entre 48,9 et 75,2 uM. Cette différence d’activité peut étre
due a la présence de groupement O-méthyle ce qui augmenterai la lipophilie de la molécule.
D’autres investigations seront réalisées dans le but de définir la relation structure-activité

entre les différentes anthraquinones testées.

De plus, certaines anthraquinones (émodine, aloe-émodine, ...) ont été étudiées dans le

but de leur utilisation en photothérapie dynamique (PDT). Ainsi, la 7-chloroémodine en
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présence d’une irradiation lumineuse a produit des anions superoxydes. Cette capacité
pourrait étre utilisée lors des traitements photo-activés. Cependant, d’autres investigations
vont étre réalisées notamment I'évaluation de la production d’une autre espéce d’EROs,

I’oxygéne singulet, dans le but de préciser son avenir en tant que photosensibilisateur.

De plus, les extraits DCM et AC ont démontrés leur capacité a inhiber la phase de
maturation du biofilm de Candida albicans a 48h avec des Clsg de 6,25 et 12,5 ug/mL,
respectivement. Une investigation phytochimique plus approfondie par fractionnement

bioguidé, de ces deux extraits permettant d’accéder aux composés actifs sera réalisée.

Concernant I'activité anti-biofilm bactérien (Staphylococcus aureus), seul I'extrait DCM a
montré un faible effet avec une concentration minimale d’éradication du biofilm de

55,43 + 6,4 pg/mL.

Dans un deuxieme temps, la plus grande partie du projet a été consacrée a |’étude des
champignons endolichéniques associés a N. laevigatum. La culture sur milieu MEA de
morceaux de thalles lichéniques collectés sur deux sites distincts (Correze et Gironde) a
conduit a I'isolement de 46 souches. Huit taxons appartenant aux Ascomyceétes répartis dans
trois familles (Coniochaetacées, Xylariacées et Pezizacées) ont été identifiés. Le genre
Nemania avec 36 isolats et 5 taxons est le plus représenté (78%). Une variabilité intra-
spécifique a été observée chez Nemania serpens avec six génotypes différents identifiés. La
diversité fongique demeure relativement faible pour N. laevigatum, lichen a cyanobactéries,
par rapport a ce qui est observé pour les lichens dont le photobionte est une algue verte.
L'étude des champignons endolichéniques d’un autre échantillon récolté sur un troisieme
site permettrait de conforter cette observation concernant la composition de la flore

endolichénique de N. laevigatum.

L’optimisation des conditions de culture de deux espéeces fongiques (Nemania serpens et
N. aenea var. aureolatum) a été effectuée sur trois milieux différents. Ainsi, les conditions
optimales de culture ont été déterminées. La réalisation d’une culture a petite échelle a
ensuite pu étre réalisée sur quatre souches de N. serpens et deux de N. genea var.
aureolatum sur milieu PDA. Aprés 21 jours de culture a température ambiante, |'extraction
par I'acétate d’éthyle a conduit a I'obtention de six extraits. L'évaluation des activités
antiprolifératives de ces extraits a été réalisée dans le but de focaliser la suite des

investigations sur les souches les plus actives.
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La diversité chimique des métabolites fongiques des extraits obtenus a été étudiée par
CLHP-DAD et via I'exploitation de réseau moléculaire. Ainsi, trois cyclopeptides dont deux
communs aux deux especes étudiées, un acide aminé et plusieurs isoflavones ont été
identifiés.

Les activités antiprolifératives des six extraits ont été réalisées sur deux lignées
colorectales (HT-29 et HCT116) et deux lignées prostatiques (PC-3 et DU145). Les extraits
issus des souches de Nemania aenea var. aureolatum ont montré une activité
antiproliférative avec des Clso comprises entre 13,6 et 38,3 pug/mL. Des variations d’activité
ont été observées au sein des souches de Nemania serpens. En effet, une seule souche
(Cor_08) s’est révélée active sur les quatre lignées cellulaires (Clso < 33,7 upg/mL),
contrairement a la souche de méme génotype (Gir_26) qui a montré une activité seulement
pour la lignée cellulaire DU145 (Clsg de 89,3 pg/mL). Ainsi, afin de confirmer cette variabilité
intra-espéce, une investigation phytochimique a grande échelle sera envisagée pour Gir_26

dans le but d’étudier la diversité chimique de cette espece.

Une investigation au niveau cellulaire a été effectuée sur les extraits les plus actifs de
chaque espece (Gir_20 et Cor_08) dans le but d’appréhender le mécanisme d’action sur les
lignées cellulaires HT-29 et PC-3. Des changements morphologiques ont été observés
supposant alors un mécanisme d’apoptose. La diminution de I’expression de la pro-caspase
8, le clivage de la PARP et 'augmentation de la fragmentation de ’ADN mettent en évidence
une induction de l'apoptose, probablement par voie extrinseque. Afin de confirmer cette
hypothése, d’autres investigations seront réalisés par I'utilisation d’autres marqueurs
mitochondriaux (dosage de la caspase-3 (kit ELISA), membres de la famille Bcl-2, activation
de la pro-caspase-9, ...).

La production a grande échelle a été effectuée sur les deux souches les plus actives
(Gir_20 et Cor_08) sur milieu PDA pendant 21 jours a température ambiante. Cependant,
une modification du profil chimique de I'extrait de N. aenea var. aureolatum (Gir_20) a été
observée, entrainant une perte de l'activité antiproliférative de I'extrait, contrairement a

I’extrait de Cor_08, ou I'activité a été retrouvée.
L’étude phytochimique de cet extrait a conduit a I'isolement et l'identification de six
composés (G1 a G6) dont deux nordammarane triterpénes, un acide gras, une isoflavone et

un nucléoside. Le produit G2 est nouvellement décrit et correspond a un stéréoisomere de
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G1. Les composés ainsi obtenus ont été testés pour leur activité antiproliférative. Ainsi, les
composés G1 et G2 présentent pas ou peu d’activités sur les quatre lignées cellulaires
cancéreuses aux concentrations testées. Cependant, ces deux stéréoisomeres ne présentent
pas la méme activité antiproliférative. En effet, G2 présente une meilleure activité sur les

lignées cellulaires HCT116, PC-3 et DU145 avec des Clso comprises entre de 81 et 135 uM.

L'étude phytochimique de l'extrait de N. serpens a conduit a I'obtention de treize
fractions. L’analyse de ces fractions par LC-MS/MS, I’établissement des réseaux moléculaires
et la corrélation avec les activités antiprolifératives, a permis de cibler la fraction la plus
active. Ainsi, la purification de cette fraction par CLHP semi-préparative a conduit a
I'isolement de trois composés (C1 a C3). Cependant ces composés ne semblent pas étre
responsables de l'activité antiprolifératives de cette fraction (Clsg > 50 uM). Ainsi, cette
purification n’ayant pas permis [lisolement des composés actifs, lisolement et

I'identification des composés responsables de |'activité devra étre poursuivie.

Les extraits de N. aenea var. aureolatum et certains extraits de N. serpens (Cor_08 et
Gir_26) ont montrés des effets anti-biofilm aprés 48h de contact avec des Clsg de 25 et
50 pg/mL. Les deux autres souches de N. serpens n’ont pas montrés d’activité anti-biofilm
fongique aux concentrations testées. Cependant, tous les extraits fongiques n’ont montré
aucune activité sur les biofilms bactériens dans la gamme de doses testées (Staphylococcus

aureus et Pseudomonas aeruginosa).

Ce travail a permis de mettre en évidence les potentialités antiproliférative et anti-
biofilm a Candida albicans des extraits lichéniques et fongiques. Ainsi, il serait intéressant de
poursuivre I'étude phytochimique de ces extraits par |'utilisation de différents réseaux
moléculaires permettant ainsi d’effectuer une premiére déréplication, suivi par
fractionnement bioguidé afin de se focaliser sur l'identification de nouveaux métabolites

potentiellement bioactifs.

La diversité des métabolites fongiques n’a été abordée que pour deux champignons
endolichéniques isolés de ce lichen. Des études phytochimiques et biologiques plus

approfondies des autres champignons sont envisagées.

Aurélie LAGARDE | Thése de doctorat | Université de Limoges | 20 décembre 2017 140

(@) BY-NC-ND | mEN|



PARTIE C
Matériels et Méthodes







Chapitre I. Récolte et identification de Nephroma laevigatum

Nephroma laevigatum a été récolté dans un premier temps en Correze par L. Mambu, M.
Millot et A. Lagarde, au niveau des Cascades du Deiro a Soudeilles (le 03 octobre 2014,
temps sec et ensoleillé; coordonnées GPS (DMS) 45°26'53.102 N 2°2’43.717” E). Un
échantillon a été déposé dans I'herbier du laboratoire de Pharmacognosie de Limoges sous
la référence HL-L1014-01. Le lichen a été trouvé sur les troncs d’arbres feuillus enchevétrés

dans de la mousse a I'abri de la lumiére dans la forét proche d’un cours d’eau.

La deuxiéme récolte a été effectuée en Gironde par A. Lagarde, dans la commune de
Bommes a c6té de I'acrobranche « Au fil du Ciron » (le 16 mai 2015, temps sec et ensoleillé ;
coordonnées GPS (DMS) 44°32°52.483"" N 0°21’39.42"" Q). Le lichen a été trouvé sur le tronc
d’un arbre feuillu enchevétré dans de la mousse proche d’une riviére. Un échantillon a été
déposé dans I'herbier du laboratoire de Pharmacognosie de Limoges sous la référence HL-

LO515-01.

Apres la récolte, le lichen a été minutieusement débarrassé de la mousse (bien
enchevétré autour du lichen), d’autres espéces lichéniques et de débris tels que cailloux,

écorce, ...

I.1. Observation a laloupe binoculaire et microscope optique
Les thalles lichéniques ont été observés a I'aide d’une loupe binoculaire équipée d’un

transformateur Nikon (modele XN) et d’un microscope optique (Leica).

I.2. Réactions thallines
Certains acides lichéniques présents dans les lichens peuvent réagir au contact avec
différents réactifs. Les dépbts de réactifs se fait en fonction de la localisation de ces

composés dans le thalle (cortex, médulle, apothécies,...). Les réactifs utilisés sont :
e Réactif K : potasse (solution de KOH a 10% dans de |'eau)

e Réactif P: para-phényléenediamine (1% de p-phényléne-diamine dans une

solution de thiosulfate de sodium aqueuse 10%)
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Chapitre Il. Isolement, identification et caractérisation des champignons
endolichéniques

[I.1. Milieux de culture

Pour la culture des champignons endolichéniques, plusieurs milieux solides ou liquides
ont été utilisés (Tableau 30). lls ont été fournis par Carl ROTH, a I’exception du bouillon de
culture Czapek-DOX fournis par Difco™. La farine d’avoine utilisée est une farine biologique

de la marque Celnat.

Tableau 30 : Composition des milieux de culture utilisés
a : mélange commercial ; b : préparé au laboratoire

Composition
Extrait de malt 12,75 g/L
Peptone de gélatine 0,78 g/L
MEA? Glycérol 2,35g/L
Malt Extract Agar Dextrine 2,75g/L
Agar 15 g/L
Milieux solides - PH 47£02
Infusion de pommes de terre 4g/L
PDA? Glucose 20g/L
Potato Dextrose Agar Agar 15 g/L
pH 56+0,2
OA° Farine d’avoine 60 g/L
Oatmeal Agar Agar 12 g/L
s Infusion de pommes de terre 6,5 g/L
PDB Glucose 20g/L
Potato Dextrose Broth
pH 5,6+0,2
Saccharose 30 g/L
NaNO; 3g/L
Milieux liquides Czapek-DOX Broth® K2HPO, Le/L
MgSO, 0,5g/L
KCl 0,5g/L
FeSO, 0,01 g/L
b Extrait de malt 10g/L
MGY Extrait de levure 4g/L
Malt, Glucose, Yeast
Glucose 4g/L

Les milieux de culture solides ou liquides sont préalablement dissous a chaud dans de
I'eau distillée avant d’étre passés a I'autoclave pendant 20 minutes a 120°C. Les milieux
solides sont ensuite coulés dans les boites de Pétri sous hotte a flux laminaire stérile (50 mL
pour les boites de Pétri de 120 mm et 20 mL pour celles de 90 mm). Le méme mode
opératoire a été utilisé pour les milieux liquides. Néanmoins, avant de passer a I'autoclave,
100 mL de milieux sont réparti dans des erlenmeyers (250 mL) soigneusement fermés avec

du coton cardé recouvert d’aluminium.
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II.2. Isolement des champignons endolichéniques

La stérilisation en surface des thalles lichéniques a été effectuée selon Guo et al., (2000)
avec quelques modifications. L'opération nécessite plusieurs bains successifs de 2 minutes
chacun (1% bain : éthanol & 70% ; 2°™ bain : solution d'hypochlorite de sodium & 0,5% et
3°™ hain : éthanol a 70%). Le thalle est ensuite rincé dans de I'eau distillée stérile afin
d’enlever les résidus d’éthanol. Les thalles stérilisés sont alors coupés en morceaux de
0,5 x 0,5 cm environ, a I'aide d’un scalpel stérile et transférés sur du papier stérile. Deux a
guatre morceaux de thalle sont placés dans des boites de Pétri (120 mm) contenant du
milieu MEA seul ou du milieu MEA supplémenté en Rose Bengale (30 mg/L). Le Rose Bengale
permet de ralentir la croissance des champignons (Guo et al., 2003). Un antibiotique a été
rajouté dans les deux milieux afin d’inhiber la croissance bactérienne (streptomycine a
50 mg/L). De I'eau de ringage (1 mL) a été ensemencée dans une boite de Pétri contenant du
milieu PDA permettant de vérifier |'efficacité de la stérilisation. Les boites de Pétri ont été
scellées avec du Parafilm® et incubées a température ambiante a la lumiéere naturelle jusqu’a
gue des colonies fongiques apparaissent autour des segments de thalle, pendant environ un
mois. Elles sont ensuite transférées dans de nouvelles boites de Pétri (90 mm) contenant du
milieu PDA. Leur isolement se fait par repiquages successifs jusqu’a obtention d’une

colonie pure.

Chaque souche fongique isolée a été annotée puis stockée soit directement en boite de
Pétri (milieu PDA) a 4°C, soit en cryotubes contenant une solution de glycérol 15% (v/v) a
- 20°C et - 80°C (Kusari et al., 2009) ou dans de I'eau stérile a température ambiante a I'abri

de la lumiere.
11.3. Culture des souches sélectionnées

[1.3.1. Détermination des parameétres de culture

Deux souches ont été cultivées en boites de Pétri contenant différents milieux de culture
(PDA, PDA dilué 4 fois (milieu carencé) et OA; 12 boites par milieux) pendant 1 mois a
température ambiante et a la lumiére naturelle. Une extraction a l'acétate d’éthyle
(protocole, cf. § 1Il.2) a été réalisée toutes les semaines (3 boites de Pétri par semaine)
pendant un mois. Apres filtration et évaporation a sec, les différents extraits obtenus ont été
pesés et analysés par CCM afin de déterminer le temps optimal ainsi que le milieu de culture

les plus adaptés a la production de métabolites secondaires.

Aurélie LAGARDE | Thése de doctorat | Université de Limoges | 20 décembre 2017 145

(@) BY-NC-ND | mEN|



[1.3.2. Culture a petite échelle
Les souches fongiques sélectionnées ont été cultivées en milieu solide PDA et sur milieux

liquides (PDB, Czapek-COX et MGY).

Les milieux liquides ont été ensemencés par trois morceaux (5 mm de diamétre) de
mycélium+agar d’une pré-culture (deux semaines sur PDA a température ambiante et a la
lumiere naturelle) par erlenmeyer contenant 100 mL de milieu (1 erlenmeyer par milieu). Les
cultures ont été incubées selon deux conditions, la premiére a température ambiante sous
agitation (170 rpm) et la seconde a 27°C sous agitation (170 rpm) pendant 21 jours.
L'ensemencement de quatre boites de Pétri par champignons a été effectué par dépo6t de
trois morceaux de mycélium+agar (5 mm de diamétre ; méme culture que pour les milieux
liquides) par boite de Pétri (contenant 20 mL de milieu). Les cultures ont été incubées a
température ambiante pendant 21 jours, puis extraites par 100% d’acétate d’éthyle

(cf. § 111.2).

Apres filtration et évaporation a sec, les différents extraits obtenus ont été pesés. Tous
les extraits bruts ont été analysés par CCM, CLHP et LC-MS/MS. Une masse de 5 mg de
chaque extrait brut a été dilué dans du DMSO pour obtenir une concentration finale de

20 mg/mL, en vue des tests biologiques.

11.3.3. Culture a grande échelle
Deux souches fongiques sélectionnées ont été cultivées sur 240 boites de Pétri chacune
(20 mL de milieu par boites de Pétri) a température ambiante pendant 21 jours, puis

extraites par 100% d’acétate d’éthyle (cf. § 111.2).

Apres filtration et évaporation a sec, les différents extraits obtenus ont été traités dans

les mémes conditions que pour la culture a petite échelle (cf. § 11.3.2).
I1.4. Identification des champignons endolichéniques

I1.4.1. Observation alaloupe binoculaire et microscope optique

Les boites de pétri contenant les champignons sont directement (sans traitement
préalable) observés a I'aide d’une loupe binoculaire équipée d’un transformateur Nikon
(modele XN). Les champignons sont prélevés avec une anse, déposés sur une lame puis
colorés avec du bleu lactique et recouvert d’une lamelle avant I'observation au microscope

optique.
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I1.4.2. Caractérisation moléculaire des champignons isolés
Collaboration avec le Dr. Patricia Jargeat, Laboratoire Evolution et Diversité Biologique,

UMR 5174, Univ. Paul Sabatier, Toulouse.

Les souches fongiques ont été identifiées par séquencage des régions ITS (Internal
Transcribed Spacer : espaceurs transcrits internes) de I'ADN ribosomique. Le marqueur ITS
correspond aux régions non-codantes séparant les sous-unités 18S ; 5,8S et 28S (Figure 113).
Ces sous-unités sont tres conservées chez les espéces fongiques contrairement aux régions
ITS qui engendre ainsi des différences permettant I'identification des champignons. Par
conséquent, ce sont des régions de référence pour les études taxonomiques et pour
d'identification des espéces fongiques en écologie moléculaire (Horton et Bruns, 2001 ;

Nilsson et al., 2008).

11.4.2.1. Extraction d’ADN

Un fragment de mycélium des souches isolées est prélevé en conditions stériles, broyé a
I'aide d’un piston en Téflon dans 300 pL de tampon « Nuclei Lysis Solution » (WIZARD
Genomic DNA Extraction kit®, Promega®) et agité a I'aide d’un vortex. Apres incubation
15 min a 65°C, 100 plL de tampon « Protein Precipitation Solution » (WIZARD Genomic DNA
Extraction kit®, Promega) sont ajoutés. Aprés centrifugation a 13 000 rpm pendant
5 min, le surnageant est prélevé puis mis dans un nouveau tube contenant 300 pL
d’isopropanol. Le surnageant est éliminé par retournement aprés 10 min de centrifugation
dans les mémes conditions que précédemment. L'ADN est ensuite lavé avec 300 L
d'éthanol a 70% puis centrifugé 10 min a 13 000 rpm. L’éthanol est alors éliminé et le culot
contenant I’ADN est séché a l'air libre. Le culot sec est re-suspendu dans 40 pL d’eau milliQ
stérile. L'ADN est dilué au 1/10éme en vue de la réalisation de la PCR. Apres utilisation, I’ADN

total et les dilutions sont stockés - 20°C.

11.4.2.2. Amplification par Réaction en Chaine par Polymérase (PCR)

Les amplifications ont été réalisées dans un volume final de 25 puL contenant 2 uL d’ADN
dilué au 1/10°™, 1 uM de I'amorce forward ITS5 (White et al., 1990 ; Figure 113), 1uM de
I'amorce reverse ITS4 (White et al., 1990 ; Figure 113), 2 mM de dNTP, 1 unité de GoTaq
DNA polymérase (Promega) et 1X de tampon préconisé par le fournisseur (Promega). La
réaction d’amplification a été réalisée dans un thermocycleur Eppendorf Mastercycler Pro S
avec le programme suivant : 3 minutes a 94°C (dénaturation initiale), puis pour 35 cycles:
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45 secondes a 94°C (dénaturation), 45 secondes a 55°C (hybridation des amorces) et
1 minute a 72°C (élongation), et pour finir 10 minutes a 72 °C (élongation finale).

ITS4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’
ITS5 5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’
IS 5

)

i

400 — 900 bp

ITs 4

Figure 113 : Séquences nucléotidiques des amorces utilisées
et leurs positions sur I’ADN ribosomique.

L'amplification est contrélée sur un gel d’agarose 1,5% dans du TAE 0.5X contenant un
intercalant de I’ADN (SYBR Green). Aprés migration a 100 Volt pendant 10 a 30 minutes, les
gels sont observés sous UV. Les fragments d’ADN amplifiés sont ensuite envoyés a Eurofins

Genomics (Ebersberg, Allemagne) pour séquencgage avec I'amorce ITS5.

11.4.2.3. Analyses des séquences

un puis corrigés manuellement si nécessaire avec le logiciel BioEdit. Chaque séquence a été
utilisée comme séquence requéte (ou « query ») pour la recherche de ségquences similaires
dans GenBank en utilisant I'outil BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool;

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi ; Altschul et al., 1990).

Les souches ont été identifiées sur la base de la similarité des séquences (c'est-a-dire
I'évaluation du pourcentage d'identité nucléotidique avec les séquences de référence) et de
leur position dans I'arbre phylogénétique permettant ainsi de définir I'espéce, voir la variété
de la souche fongique lorsque celle-ci est répertoriée. Les seuils de similarités suivants ont
été utilisés pour identifier les souches fongiques : lorsque I'identité de séquences ITS > 99%,
les especes fongiques ont été acceptées ; entre 97 et 99% d’homologie, seul le genre a été
accepté. Les séquences des souches identifiées et celles de référence taxonomiques (=
especes issues de la base de données GenBank) ont été alignées a I'aide de I'outil ClustalW

(Thompson et al., 1994) ou MUSCLE disponibles dans le logiciel MEGA7 (Kumar et al., 2016).

Les arbres phylogénétiques ont ensuite été construits avec le logiciel MEGA7 en utilisant

la méthode du Neighbor-Joining (Saitou et Nei, 1987).
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Chapitre lll. Procédés d’extractions

lll.1. Extractions des thalles lichéniques

Apres séchage, 50 g de thalle lichénique (issu de la récolte de Corréze) ont été broyés
puis extraits dans un premier temps au dichlorométhane, a température ambiante et sous
agitation (10 x 500 mL) jusqu’a épuisement. Apres filtration et évaporation a sec, une masse
de 2,932 g d’extrait a été obtenu (extrait DCM). Le marc est ensuite séché puis réutilisé pour
une seconde extraction a l'acétone (5 x 500 mlL) dans les mémes conditions que
précédemment. Apres filtration et évaporation a sec, 632,3 mg d’extrait a été obtenu
(extrait AC). Les pourcentages massiques d’extraction obtenus ainsi que les profils chimiques

des deux extraits ont été comparés.

[1l.2. Extractions des champignons endolichéniques cultivés sur milieu solide

Apreés incubation, le mycélium ainsi que la gélose ont été coupés en petits morceaux a
I'aide d’un scalpel afin d’optimiser la surface de contact avec le solvant d’extraction. Le
broyat ainsi obtenu est mis en contact avec l'acétate d’éthyle dans des erlenmeyers.
Le mélange broyat + solvant subit ensuite 30 minutes de sonication a température ambiante,
permettant la destruction de la paroi des cellules fongiques et leur éclatement facilitant la
diffusion des métabolites secondaires internes dans le solvant. Les erlenmeyers sont ensuite
agités 1H a 210 rpm a température ambiante. Afin d’enlever les résidus de cultures
(biomasse fongique, la gélose, ...) plusieurs étapes de filtration ont été nécessaires. Ainsi,
une premiere filtration sur papier filtre standard (grade 122) a été réalisé permettant de
récupérer la biomasse fongique de la culture. L'ajout de sulfate de sodium permet d’enlever
les résidus d’eau présents dans le filtrat. La deuxieme filtration a été effectuée sur du papier
filtre standard (grade 122) pour enlever le Na,SO4 anhydre et pour finir la derniere filtration
a été réalisé sur une membrane PTFE (0,45 um). Une seconde étape d’extraction a |'acétate
d’éthyle, a été effectuée sur la biomasse fongique (gélose + mycélium) issue de la premiere
filtration. Aprés macération une nuit a 4°C, les mémes étapes de filtration précédemment

décrites ont été réalisées.

Aurélie LAGARDE | Thése de doctorat | Université de Limoges | 20 décembre 2017 149

(@) BY-NC-ND | mEN|



Chapitre IV. Méthodes analytiques et appareillages

IV.1. Réactifs et solvants

Les différents fournisseurs des solvants et réactifs sont Carlo Erba Reagents (Val de Reuil,
France), VWR Chemicals (Fontenay-sous-Bois, France), Carl ROTH (Lauterbourg, France). Les
solvants utilisés pour la CLHP et la LC-MS sont de qualité CLHP, préalablement filtrés sur un

filtre de porosité (0,45 um) puis dégazés aux ultrasons.

IV.2. Chromatographie sur couche mince analytique (CCM)

Les chromatographies sur couche mince ont été réalisées sur des plaques d’aluminium
recouvertes de gel de silice (SiO,) avec indicateur de fluorescence (ALUGRAM® SIL G/UV 54 ;
0,20 mm, Macherey-Nagel). Aprés migration des phases mobiles appropriées, les plaques
CCM sont ensuite observées sous UV a 254 et 365 nm, avant révélation par une solution
d’anisaldéhyde sulfurique (5 mL d’une solution d’anisaldéhyde concentrée sont additionné a
895 mL de méthanol et 100 mL d’acide acétique glacial, puis 2% d’acide sulfurique concentré
sont ajoutés extemporanément). Aprés pulvérisation des plaques CCM, un chauffage a 100°C

pendant 1 minute est réalisé.

IV.3. Chromatographie liquide haute performance (CLHP) couplée a un détecteur a
barrettes de diodes (DAD) analytique

Les chromatographies liquides hautes performances ont été réalisées sur un appareil

Alliance (Waters 2690) couplé a un détecteur a barrette de diodes (Waters 996).

Pour les extraits et composés lichéniques, une colonne de silice greffée C18 (Hibar®
LiChrospher® 100, 250 x 4 mm, 5 um, Merck) a été utilisée. Aprés solubilisation des
échantillons dans 100% de méthanol, une injection de 10 pL a une concentration de
5 mg/mL a été réalisée. L'élution est réalisée a un débit de 1 mL/min selon la méthode
décrite par Yoshimura et al. en 1994 (mode isocratique : A (MeOH) ; B (H,0 + 0,9% H3PO,) a
80:20), durant 50 min.

Pour les extraits et composés fongiques, une colonne de silice greffée C18ec (Nucleodur®
100, 250 x 4,6 mm, 5 um, Macherey-Nagel) a été utilisée. Apres solubilisation des
échantillons dans MeOH/H,O 50:50, une injection de 10 pL a une concentration de
2,5 mg/mL a été réalisée. L’élution est réalisée a un débit de 1 mL/min a I'aide d’un gradient

A (H,O + 0,1% HCOOH) et B (ACN + 0,1% HCOOH) selon les conditions suivantes :
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équilibration a 5% de B, augmentation progressive a 95% de B en 30 min puis maintient a
95% de B pendant 5 min, retour aux conditions initiales en 2 min suivi d’'un rééquilibrage de

la colonne pendant 8 min.

Les données sont acquises et traitées a 'aide du logiciel Empower™ 3 (Waters).

IV.4. Chromatographie liquide haute performance couplée a la spectrométrie de masse
(CLHP-MS) — Analyses basses résolutions

Réalisé par Emilie Pinault, Institut GEIST, BISCEm — Plateforme de spectrométrie de

masse, Université de Limoges.

Le systéme CLHP est équipé d’'une pompe Shimadzu LC 10 ADvp (Japon) avec un auto-
injecteur SIL-Ht et un four CTO-10ASvp. La séparation chromatographique a été réalisée sur
une colonne Atlantis T3 (100 A, 5 pm, 2,1 mm x 100 mm) (Waters) a un débit de 0,2 mL/min.
Les spectres de masse ont été réalisés sur un spectrometre de masse hybride triple
quadripdle/trappe d’ions linéaire 4000 Q-TRAP® (Sciex) équipé d’une source d’ionisation ESI
(Electrospray turbo lon Spray) et contrélé par le logiciel Analyst 1.6.2. La méthode IDA
(Independent Data Acquisition) correspondant a la sélection des deux ions les plus intenses,
a été utilisée avec une exclusion de 30 sec aprés deux occurrences de fagon a pouvoir

fragmenter des ions de moins en moins intenses.

Apreés solubilisation des échantillons dans 50:50 MeOH/H,0 + 0,1% HCOOH (v/v), 10 uL a
été injecté a une concentration de 1 mg/mL. L’élution est réalisé a I'aide d’un gradient A
(H20 + 0,1% HCOOH) et B (ACN + 0,1% HCOOH) selon les conditions suivantes : équilibration
a 5% de B, augmentation progressive a 95% de B en 30 min puis maintient a 95% de B
pendant 5 min, puis retour aux conditions initiales en 2 min suivi par la rééquilibration de la

colonne pendant 8 min.
Les données ont été traitées a |'aide du logiciel PeakView® version 1.2 (AB Sciex'™).

IV.5. Chromatographie liquide haute performance couplée a la spectrométrie de masse
(CLHP-MS) — Analyses hautes résolutions

Collaboration avec le Dr. Mehdi Beniddir, BioCIS, Univ. Paris-Sud, UMR CNRS 8076,

Université Paris-Saclay, Chatenay-Malabry.

Les analyses ont été réalisées sur un appareil constitué d’'une chaine analytique

(1260 Infinity, Agilent Technologies) munie d’'un détecteur a barrette de diode (DAD). Les
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spectres de masse ont été réalisés sur un Q-TOF 6530 Accrute (Quadripole-Time OF Flight)

équipé d’une source ESI et d’une colonne Sunfin® C18 (150 mm x 2.1 mm, 3,5 um, Waters).

Apres solubilisation des échantillons dans 100% de méthanol (pour les composés purs
ajout de quelques microlitres de dichlorométhane), 10 pL ont été injectés a une
concentration de 1 mg/mL. Les analyses sont effectuées a un débit de 0,25 mL/min. L’élution
est réalisée a I'aide d’un gradient : A (H,O + 0,1% HCOOH) et B (ACN + 0,1% HCOOH) selon
les conditions suivantes : équilibration a 5% de B, augmentation progressive jusqu’a 100% de
B en 30 min a puis maintient a 100% de B pendant 10 min, suivi par la rééquilibration de la

colonne dans les conditions initiales.

Les données ont été traitées a I'aide du logiciel MassHunter version B.07.00 (Agilent

Technologies).

IV.6. Spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)
Réalisé par le Dr. Yves Champavier, Institut GEIST, BISCEm — Plateforme RMN, Université

de Limoges.

Les acquisitions des spectres 1D (*H; 3C et *C Jmod) et 2D ont été effectuées sur deux

types d’appareils :

e un spectrométre Bruker 400 MHz Avance DPX (400,13 MHz pour les spectres *H et
100,62 MHz pour les spectres *>C).

e un spectrométre Bruker 500 MHz Avance Ill HD (500,15 MHz pour les spectres 'H et
125,78 MHz pour les spectres 13C).

Les spectres ont été réalisés dans différents solvants deutérés : chloroforme-d; (CDCls),
acétone-ds (CD3COCD3), méthanol-d; (CDsOD) et diméthylsulfoxide _d¢ (DMSO-dg). Les
déplacements chimiques (8) sont exprimés en partie par million (ppm), par rapport au
tétraméthylsilane (TMS; 0 ppm), utilisé comme standard interne. Les constantes de

couplage (J) sont exprimées en Hertz (Hz) et calculées d’apres la multiplicité du signal.
La RMN 2D regroupe les spectres HSQC, HMQC, COSY, HMBC et NOESY.

+» HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) et HMQC (Heteronuclear
Multiple Quantum Coherence) montrent le couplage direct XJ entre un proton et

le carbone qui le porte.
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+* COSY (COrrelated SpectroscopY) permet de mettre en évidence les couplages

homonucléaires %J (parfois *J) entre protons géminés et vicinaux.

+» HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) permet d’établir les
corrélations longues distances protons/carbones a travers 2, 3 et parfois jusqu’a 4

liaisons (%, ) et %)).

+* NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY) indique les interactions
dipolaires homonucléaires (2 3 5 A). Les spectres NOESY ont été enregistrés avec

un temps de mélange de 600 ms pour les composés G1 et G2.

La multiplicité des signaux est indiqguée comme suit : s (singulet), d (doublet), t (triplet),

m (multiplet), dd (double doublet) et br (élargi).
Les données ont été traitées a I'aide du logiciel TopSpin version 3.5 (Bruker).
IV.7. Spectre de masse haute résolution (SMHR)

Les spectres de masse haute résolution ont été réalisés sur 2 types d’appareils :

e un spectrométre Bruker maXis 1™ UHR-qTOF MS au sein de I'lCOA, UMR CNRS

7311 de I'Université d’Orléans par le Dr. Cyril Colas.

e un spectromeétre de masse Triple TOF 5600+ (AB Sciex) équipé d’une source
d’ionisation ESI contrdlé par le logiciel Analyst TF 1.7 (AB Sciex'"). Réalisée par
Emilie Pinault, Institut GEIST, BISCEm — Plateforme spectrométrie de masse,

Université de Limoges.
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Chapitre V. Méthodes de séparation

V.1. Chromatographie sur couche mince préparative (CCM prép)
Les chromatographies préparatives sur couche mince ont été réalisées sur des plagues
en verre 20 x 20 cm commerciales (60G Fs4; 0,25 mm, Merck Millipore ou SIL G-25 UVjs4 ;

0,25 mm, Macherey-Nagel).

V.2. Chromatographie liguide moyenne pression (CLMP)

Les chromatographies liquides moyenne pression ont été réalisées sur gel de silice
(15-25 um, Macherey-Nagel) ou de silice greffée C18 (LiChroprep® 15-25 um, Merck) avec
une pompe Blichi (C-605, C-615).

V.3. Chromatographie liquide d’exclusion stérique sur colonne ouverte
Les chromatographies liquides d’exclusion stérique ont été effectuées sur colonne

ouverte a pression atmosphérique sur gel de Sephadex® LH-20 (Sigma Aldrich).

V.4. Chromatographie liqguide haute performance (CLHP) couplée a un détecteur a
barrettes de diodes (DAD) semi-préparative

La CLHP semi-préparatives a été réalisées sur un appareil Waters 600, couplé a un
détecteur a barrette de diodes (Waters 996), une colonne de silice greffée C18 HTec
(Nucleodur®, 250 x 21 mm, 10 um, Macherey-Nagel). Aprés la mise au point des conditions
optimales de séparation en CLHP analytique, les conditions ont été transposées a I'échelle

semi-préparative.

Les échantillons sont alors solubilisés dans 100% de méthanol. Des injections successives
de 20 mg ont été réalisées. Les analyses sont effectuées a un débit de 20 mL/min avec une
détection UV a 300 nm. L’élution est réalisée a I'aide d’un gradient : A (H,0) et B (ACN) selon
les conditions suivantes : équilibration a 20% de B, augmentation progressive jusqu’a 100%
de B en 15 min puis maintient a 100% de B pendant 10 min, suivi par la rééquilibration de la

colonne dans les conditions initiales.
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Chapitre VI. Réalisation de réseaux moléculaires

Collaboration avec le Dr. Mehdi Beniddir, BioClIS, Univ. Paris-Sud, CNRS, Université Paris-

Saclay, Chatenay-Malabry.

Des réseaux moléculaires ont été générés afin de visualiser la diversité chimique de
familles de molécules des différents extraits lichéniques et fongiques. Mais aussi pour cibler
plus facilement les molécules pouvant étre responsables de I'activité antiproliférative des
différents extraits fongiques. Les réseaux moléculaires sont générés a l'aide d’une
plateforme web appelée GNPS (Global Natural Products Social Molecular Networking). Les
réseaux moléculaires sont construits a partir de I'alignement des spectres MS/MS entre eux

( Flgu re 1 14) MS/MS library spectra

—> Spectrum/node matches
(if available)

L pad LDl —> aws

spectral libraries
Input MS/MS spectra

\ /' Surfactin C14
J_IJ_LL JJ.l_ll Molecular network

creation

MS/MS spectral

alignment

Figure 114 : Schéma représentant les principales étapes de création
des réseaux moléculaires par le GNPS (Wang et al., 2016)

Pour ce faire une analyse LC-MS/MS (cf. § IV.5) a d’abord été réalisée afin de collecter les
données de spectrométrie de masse nécessaire a la réalisation des réseaux moléculaires. Ces
données ainsi obtenues ne sont pas compatibles (extension «.d ») pour I'analyse par le
GNPS. En effet, toutes les données de spectrométrie de masse doivent étre dans un format
universel (mzXML, mzML ou mgf) (Yang et al., 2013). La premiere étape consiste en la
conversion de I'extension « .d » en « .mzXML » par le logiciel MSConvert ou en « .mgf » par
le logiciel MassHunter. Une fois la conversion réalisée, ces fichiers peuvent étre transférés
directement sur le GNPS ou accessible sur le GNPS via le logiciel « FileZilla ». Un « group
mapping » peut étre utilisé lorsque le nombre de fichiers a analyser est supérieur a six. Pour
cela, un fichier texte doit étre édité contenant les différents groupes déterminés pour
I'analyse. Les parameétres par défaut du GNPS restent inchangés, a I|'exception des
parametres « Tolérance de masse des ions précurseurs » (Precursor lon Mass Tolerance) et
« Tolérance de masse des ions fragments » (Fragment lon Mass Tolerance) qui sont abaissés

a 0,2 Da. Une fois tous les parametres modifiés et les fichiers transférés, le GNPS génére une
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multitude de fichiers permettant la visualisation du réseau moléculaire produit. Les réseaux
moléculaires peuvent étre visualisés en ligne directement sur le site du GNPS
(http://gnps.ucsd.edu) ou exportés dans un logiciel de visualisation tel que Cytoscape

(version 3.5.1 ; Shannon et al., 2003).

Dans Cytoscape, chaque spectre est représenté par un nceud connecté par une liaison
plus ou moins épaisse dépendant de la similitude des deux spectres MS/MS entre eux
suivant un score « cosine » allant de 0 (totalement différent : liaison fine) a 1 (completement
identique : liaison épaisse). La valeur du rapport m/z de l'ion pseudo-moléculaire du
composé est indiquée a l'intérieur de chaque nceud. Les spectres n’ayant aucunes
correspondances avec d’autres spectres sont représentés par des nceuds reliés a eux-

mémes.

Lors de la réalisation des réseaux moléculaires, une comparaison avec la base de
données spectrale du GNPS est réalisée. Ainsi, plusieurs correspondances peuvent étre
identifiées permettant par la suite une premiére approche structurale du cluster dans lequel

la molécule a été identifiée.
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Chapitre VII. Techniques de fractionnements

VII.1. Purifications des fractions lichéniques

L’extrait DCM (2,9 g) a été fractionné par Chromatographie Liquide Moyenne Pression
(CLMP) sur colonne de silice. Un dépot a sec de I'extrait a été réalisé. Une élution par un
gradient de CgH1,/AcOEt 95:5 a 0:100 puis MeOH/AcOEt 50:50 a 100:0 a été effectuée. Les
différentes fractions obtenues sont rassemblées suivant leur profil sur CCM. Ainsi, dix-huit

fractions ont été obtenues (Figure 115).

Extrait DCM
2,932¢
cLMP
Silice 15-25um
CycloH/AcOEt
95:5 > 0:100
Puis MeOH/AcOEt
50:50 - 1000
18 fractions
y/i y/i N y/i
l 7 l 7 l 7
107 mg 116 mg 98 mg
i cLMP cLMP
CCMprép Cis Silice 15-25um
CycloH/AcOEt MeOH/H,0 DCM/MeOH
95:5 50:50 >100:0 100:0 > 90:10
Précipitation Puis DCM/AcOEt
Fraction GH3 dans 'acétone 90:10>70:30
raction
DCM1
(30mg)
(12,8 mg)
cLMP DCM3 A
ZI\:LCIZF}/SAiZE{n (10mg) Fraction 16 Fraction J7
80:20 me (20mg) (10 mg) bcm4
(3,5mg)
DCM2 CCMprép CCMprép
Toluéne/AcOEt/AF Toluéne/AcOEt/AF
(10 mg) 110:11:8 85:10:5
A
DCm3 DCM3
(2mg) (1,3 mg)

Figure 115 : Schéma récapitulatif du fractionnement de I’extrait DCM

La fraction B (107 mg) a été fractionnée par CCM préparative avec un mélange éluant
CeH12/AcOEt 95:5. Ainsi, 7 sous-fractions ont été obtenues dont 'une a permis d’obtenir un

produit pur, le composé DCM 1 (12,8 mg).

La fraction GH (116 mg) a été fractionnée par CLMP sur silice avec un gradient
MeOH/H,0 50:50 a 100:0. Des 12 sous-fractions, la purification de GH3 par CLMP sur silice
avec un mélange CgHq,/AcOEt 80:20 a conduit a l'isolement d’un produit pur, le composé

DCM 2 (10 mg).

La reprise de la fraction IJ (98 mg) par I'acétone a conduit a la formation d’un précipité
nommé DCM 3 (10 mg). La partie soluble de fraction IJ (88 mg) a été fractionnée par CLMP
sur silice avec un gradient CH,Cl,/MeOH 100:0 a 90:10 puis CH,Cl,/AcOEt 90:10 a 70:30.

Vingt sous-fractions ont été obtenues dont une correspondant a un composé pur noté
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DCM 4 (3,5 mg). Les purifications des sous-fractions 1J6 (20 mg) et 1J7 (10 mg) par CCM
préparative avec un mélange éluant Toluéne/AcOEt/Acide formique 110:11:8 et
Toluéne/AcOEt/Acide formique 85:10: 5 respectivement ont permis I'obtention a nouveau

du produit DCM 3 (2 et 1,3 mg, respectivement).

VII.2. Purifications des fractions issues de Gir_20
L'extrait Gir_20 (1,1 g) (Nemania aenea var. aureolatum) a été fractionné sur colonne
Sephadex®LH-20 et élués avec du MeOH. Aprés rassemblement, dix-sept sous-fractions ont

été obtenues (Figure 116).

Extrait Gir_20

1,062g
Sephadex LH-20
MeOH 100%
17 fractions
y/2 N y/i y/a
4 7 | 4
l l 9,8mg
Précipitation E FG Précipitation
dansle méthanol dans le méthanol CCMprép
70meg 301,7mg ACOEt 100%
cLmP l
silice 1525 um Fraction Fp
Fi ion E| CycloH/AcOEt
rf;tgon P 80:20 > 0:100 (30 mg)
(17,5 me) Puis ACOEt/MeOH G5 G6
100:0 > 50:50 CCMprép
CCMprép ACOEt/MeOH (0,7 mg) (2,7 mg)
98:2
AcOEt 100% Ga .
cLmp

G1 Silice 15-25 um (5,1 mg) G1
ACOEt/MeOH 6,1m

(4,6 mg) 100:0 > 50:50 (6,1 mg)

G1 Fraction ES-6 G2 G3
(5,9 mg) (9,4 mg) (6,7 mg) (9,2mg)
CCMprép
AcOEt 100%
A,
G1
(2,8 mg)

Figure 116 : Schéma récapitulatif du fractionnement de I’extrait Gir_20

La reprise de la fraction E (70 mg) dans du méthanol a conduit a la formation d’un
précipité. La purification de ce précipité par CCM préparative dans 100% d’acétate d’éthyle a
permis I'obtention du produit G1 (4,6 mg). La partie soluble de la fraction E (65,4 mg) a été
purifiée par CLMP sur silice avec un gradient AcOEt/MeOH 100:0 a 50:50 ce qui a conduit a
I'obtention de seize sous-fractions dont trois correspondant aux composés purs noté G1
(59 mg); G2 (6,7 mg) et G3 (9,2 mg). La sous-fraction E5-6 a été purifiée par CCM
préparative dans 100% d’acétate d’éthyle. Ainsi, quatre sous-fractions ont été obtenues

dont I'une a permis d’obtenir un produit pur, le composé G1 (2,8 mg).
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Un précipité (30 mg) s’est formé lors de la reprise de la fraction FG (301,7 mg) dans du
méthanol. La purification de ce précipité par CCM préparative avec un mélange éluant
AcOEt/MeOH 98:2 a permis d’isoler a nouveau le composé G1 (6,1 mg). La partie soluble de
la fraction FG (295,6 mg) a été purifiée par CLMP sur silice avec un gradient CgH;,/AcOEt
80:20 a 0:100 puis AcOEt/MeOH 100:0 a 50:50 permettant ainsi I'isolement du produit pur
G4 (5,1 mg).

Les composés G5 (0,7 mg) et G6 (2,7 mg) ont été obtenus aprés CCM préparative dans
100% d’acétate d’éthyle.

VI1.3. Purifications des fractions issues de Cor_08
L’extrait Cor_ 08 (Nemania serpens) a été fractionné sur colonne Sephadex®LH-20 et

élués avec du MeOH. Aprés rassemblement, treize sous-fractions ont été obtenues.

L’évaluation de I'activité antiproliférative sur la lignée cellulaire HCT116 des fractions

issues du fractionnement de I'extrait Cor_08 a été réalisée.

La fraction la plus active, a savoir la fraction | (106,9 mg) a été purifiée par CLHP semi-
préparative (Figure 117) en phase inverse avec un gradient H,O/ACN de 80:20 a 0:100 et un
débit de 20 mL/min, permettant ainsi I'isolement des produits purs C1 (1,4mg) ; C2 (2,9 mg)
et C3 (4,2 mg).

Ce mode de purification a été choisi du fait de la présence de différents composés

absorbant, et de la bonne séparation des composés lors de I’analyse LC-MS/MS.

Extrait Cor_08

1,212¢
Sephadex LH-20
MeOH 100%
13 fractions
/3 " /3
7 I 7
106,9mg
CLHP semi-prép
H,0/ACN
80:20 > 0:100
14 fractions
y/i y/4
7 4
C1 c2 c
(1,4mg) (| (2,9mg) || (4,2mg)

Figure 117 : Schéma récapitulatif de I'isolement des composés purs
C1l; C2et C3issus du fractionnement de I’extrait Cor_08
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Chapitre VIII. Evaluation des activités biologiques

VIII.1. Activités antiprolifératives

VIII.1.1. Lignées cellulaires

Les lignées cellulaires cancéreuses colorectales humaines HT-29 et HCT116 et
prostatiques humaines PC-3 et DU145 proviennent de I’American Culture Type Collection
(ATCC LGC Standards, Middlesex, Royaume-Uni). Les milieux de culture utilisés sont le
DMEM (« Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium ») et le RPMI-1640 (« Roswell Park Memorial
Institute Medium ») (Gibco BRL, Cergy-Pontoise, France) complémenté avec 10% de sérum
de veau feetal (SVF, Gibco BRL), une solution de pénicilline/streptomycine (100 U/mL et
100 pg/mL ; Gibco BRL) et d’une solution de L-glutamine a 2 mM (Gibco, BRL). Le DMEM est
utilisé pour la lignée HT-29 et le RPMI-1640 pour les lignées HCT116, PC-3 et DU145. Toutes
les cellules sont cultivées en atmosphére humide avec 5% de CO, dans une étuve

thermostatée a 37°C.

VIII.1.2. Test de viabilité cellulaire

Le test MTT est une méthode colorimétrique permettant d’évaluer la viabilité cellulaire.
Le principe du test repose sur la transformation du MTT (bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyl tétrazolium) en cristaux de formazan (bleu-violets) par une enzyme
mitochondriale, la succinate déshydrogénase. Ce test permet de comparer la croissance
cellulaire entre les cellules témoins et les cellules traitées par un extrait ou une molécule

pure.

Les cellules sont ensemencées en plaques 96 puits dans 100 puL de milieu selon une
densité de 8 000 ou 5 000 cellules par puits respectivement pour les lignées cellulaires HT-
29 ; HCT116 et DU145 ou PC-3. Les extraits et les molécules pures sont solubilisés dans du
DMSO respectivement a 20 mg/mL et a une concentration de 1.102M et dilués dans le
milieu de culture appropriés. Apres 24h de croissance cellulaire (adhésion), les cellules sont
traitées suivant les gammes de concentrations finales de 3,125 a 100 pug/mL pour les extraits
et de 1 uM a 50 pM pour les molécules pures. Du milieu contenant 0,5% de DMSO
(correspondant a la concentration la plus élevée) est ajouté aux cellules témoins. Apres 48h
de traitement, 10 uL de MTT (Sigma ; 5 mg/mL dans du tampon PBS) est ajouté dans chaque

puits. Apres 4h d’incubation a 37°C (avec 5% de CO,), le milieu est enlevé et la dissolution
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des cristaux de formazan est réalisée par I'ajout de 100 uL de DMSO. Une lecture de

I’'absorbance a 550 nm est ensuite effectuée (blanc de lecture : 100% DMSO).

Les Clsg (concentration qui inhibe 50% de la viabilité cellulaire) de chaque extrait ou

molécule pure sont déterminées par I'équation suivante :

DO moyenne des cellules traitées
x 100 + SEM

DO moyenne des cellules témoins
L'analyse statistique a été réalisée grace au test de test de Student qui permet de
déterminer les différences entre les cellules traitées et les cellules témoins. Une valeur de
P inférieure a 0,05 (P < 0,05) est considérée comme significative. Chaque condition est
répétée 6 fois (réplicats techniques) par manipulation et ceci est réalisé en triplicats

biologiques (n=3).

VIII.1.3. Effets des extraits sélectionnés sur les lignées cancéreuses HT-29 et PC-3

VIII.1.3.1. Observations microscopiques

Les cellules sont ensemencées en plaques 6 puits dans 2 mL de milieu correspondant
(densité de 215 000 cellules par puits pour la lignée cellulaire HT-29 et 145 000 pour PC-3).
Aprés 24h de croissance cellulaire (adhésion), les cellules sont traitées avec les extraits
(concentrations déterminées précédemment correspondant aux Clsg pour chaque extrait

fongique).

Aprés 24, 48 et 72h de traitement, les cellules ont été observées avec un microscope a
contraste de phase et les images ont été prises avec un systeme d'acquisition d'image

(Nikon, Champigny sur Marne, France).

VIII.1.3.2. Analyse de I’expression des protéines

VIII.1.3.2.1. Extraction des protéines totales

Les cellules sont ensemencées dans des flacons de culture de 75 cm? (600 000 cellules
par T75 pour PC-3 et 1,2.10° cellules par T75 pour HT-29) dans les milieux correspondants.
Aprés 24h de croissance cellulaire (adhésion), les cellules sont traitées avec les extraits
Cor_08 et Gir_20 (Clsp). Les cellules sont récupérées, centrifugées et lavées avec un tampon
PBS 1X, apres 24 et 48h de traitement. Les culots cellulaires peuvent alors étre congelés a

- 80°C si nécessaire.
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Les cellules sont lysées dans du tampon RIPA (HEPES 50 mM, pH 7,5 ; Déoxycholate de
sodium 1% ; Nonidet P-40 1% ; SDS 0,1% ; NaCl 150 mM ; Aprotinine 20 mg/mL) contenant
une solution d’inhibiteurs de protéases (Complete™ Mini, Roche Diagnostics) a raison de
30 pL de RIPA complet pour 1.10° cellules. Aprés centrifugation (13 000 rpm, 20 min a 4°C),
les surnageants des lysats obtenus sont récupérés et placés dans la glace ou a - 80°C avant
de déterminer la concentration en protéines totales par la technique colorimétrique de

Bradford (colorant : bleu de Coomassie, BioRad).

La lecture au spectrophotomeétre se fait a une longueur d’onde de 595 nm couplée a

celle d’'une gamme étalon d’albumine sérique bovine (BSA : 0 a 2 mg/mL).

VII1.1.3.2.2. Expression des protéines par analyse en Western blot

Une concentration en protéines préalablement déterminée (60 pg ou 80 pg) est
mélangée avec de I'eau milliQ et un volume de tampon de charge 2X équivalent (Tris-HCI
50 mM pH 6,8 ; dodécylsulfate de sodium SDS 2% ; glycérol 10% ; dithiothréitole 100 mM ;
bleu de bromophénol 0,1%). Ce mélange protéique est ensuite dénaturé a 95°C pendant

5 min.

Les protéines sont séparées sur un gel d’électrophorése a 12,5% d’acrylamide
(SDS-PAGE) dans un tampon de migration (25 mM Tris-HCl pH 8,5; glycine 250 mM ;
SDS 0,1%). La migration s’effectue pendant 2h a 90 V. Apres la migration, les protéines sont
transférées sur une membrane PVDF (polyvinylidéne fluoride ; Amersham, GE Healthcare
Life sciences) préalablement trempée dans du méthanol (1 min ; sous agitation) puis rincées
dans de I'eau milliQ (1 min ; sous agitation). La membrane est ensuite équilibrée dans le
tampon de transfert (Tris-HClI 48 mM ; Glycine 39 mM ; Méthanol 20% ; SDS 0,0037% ;

pH 8,1-8,5) ainsi que le gel d’acrylamide contenant les protéines, en attendant le transfert.

Le gel d’acrylamide est ensuite mis en contact avec la membrane selon le protocole

« Western Blot Xcell I™ ». Le transfert s’effectue pendant 1h30 a 100 mA constant.

Une fois le transfert réalisé, la membrane est incubée avec du tampon de saturation
(TBST 0,1% (TBS 10X ; 0,1% Tween 20) ; Lait 4%) a température ambiante pendant 1h sous
agitation lente afin de saturer les sites non spécifiques. Elle est ensuite mise a incuber avec
les anticorps primaires dilués (selon les recommandations du fabricant ; Tableau 31) dans le

tampon de saturation pendant une nuit a 4°C sous agitation lente.
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Tableau 31 : Tableau récapitulatif des différents anticorps primaires utilisés

Protéines Références Fournisseurs
Bax sc-23959 Santa Cruz Biotechnology, INC.
Bcl-2 sc-7382 Santa Cruz Biotechnology, INC.
PARP sc-8007 Santa Cruz Biotechnology, INC.
Caspase-8 #9746 Cell Signaling
Caspase-9 #9508 Cell Signaling
Caspase-3 #9668 Cell Signaling
B-actine A1978 Sigma-Aldrich

Apreés incubation, les membranes sont lavées plusieurs fois dans du tampon TBST avant
d’étre incubées 1h sous agitation lente avec les anticorps secondaires polyclonaux anti-lgG
conjugués a une peroxydase. Les membranes sont ensuite lavées dans le tampon TBST afin
d’éliminer les anticorps secondaires non fixés. La révélation est réalisée par une réaction de
chimiluminescence en utilisant le systéme Immobilon (Substrat HRP Immobilon Western,

Merck Millipore) et le systéme G:BOX (Syngene, Ozyme, Saint Quentin en Yvelines, France).

La migration d’'un marqueur de poids moléculaire connu (PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder, Thermo Scientific) permet d’estimer le poids moléculaire des protéines

recherchées.

VIII.1.3.3. Analyse quantitative de la fragmentation de ’ADN

Les cellules sont ensemencées dans des flacons de culture de 75 cm? (600 000 cellules
par T75 pour PC-3 et 1,2.10° cellules par T75 pour HT-29) dans les milieux correspondants.
Apres 24h de croissance cellulaire (adhésion), les cellules sont traitées avec les extraits
Cor_08 et Gir_20 (Clsg). Apres 24 et 48h de traitement, les cellules sont récupérées, lavées
au PBS 1X et un culot de 100 000 cellules par condition est récupéré puis centrifugé a 1 600
rom pendant 5 min. Le surnageant est soigneusement enlevé, les culots cellulaires ainsi
obtenus sont ensuite stockés a -20°C si nécessaire.

La fragmentation de '’ADN est quantifiée par le kit « Cell Death Detection ELISA™Y® »

(Roche Diagnostics). Brievement, le culot cellulaire obtenu précédemment est re-suspendu
dans du tampon de lyse et incubé 30 min a température ambiante. Aprés centrifugation
(10 min a 200 g), le surnageant est transféré dans les puits d’'une plaque recouverts de
stréptavidine. Un mélange d’anticorps anti-histone-biotine et d’anticorps anti-ADN
conjugués a la peroxydase (DNA-POD) (mix immunoreagent) préparé extemporanément est
ensuite ajouté dans les puits. Aprés incubation 2h sous agitation (300 rpm) a température

ambiante, a 'abri de la lumiere, plusieurs lavages sont réalisés avec le tampon d’incubation.
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Le substrat de la peroxydase: I'ABTS (2,2’-azino-di-[3-éthylbenzothiazoline sulfonate])
permettant la réaction colorimétrique est ensuite ajoutée dans les puits. Apreés une
incubation de 10 a 20 min a température ambiante sous agitation (250 rpm), une solution
d’ABTS stop est ajoutée. La quantité d’ABTS oxydé correspond a la quantité d’ADN
fragmenté. Une mesure de I'absorbance a 405 nm est réalisée contre une solution d’ABTS a
I'aide d’un lecteur de plaque ELISA. La solution d’ABTS stop est utilisée comme blanc de
lecture (longueur d’onde de référence 490 nm). Les valeurs d’absorbance de chaque extrait
sont déterminées par I’équation suivante :

A _ DO405 extrait = DO490 extrait
extrait —

DO4»05 blanc — DO490 blanc
Chaque condition est réalisée en duplicats techniques et triplicats biologiques (n=3).

VIII.2. Activité anti-biofilm fongique
Ces tests ont été réalisés par le Dr. Marion Girardot, Laboratoire Ecologie et Biologie des

Interactions, Equipe Microbiologie de I'Eau, UMR CNRS 7267 — Université de Poitiers.

Des levures (Candida albicans ; ATCC 36801) ont été ensemencées sur milieu Sabouraud
enrichi en chloramphénicol (Sanofi Diagnostics Pasteur, Marnes-la-Coquette, France) puis
incubées pendant 24h a 37°C. Quelques colonies de cette culture ont ensuite été transférées
dans 30 mL de milieu Yeast Nitrogen Base (Difco, Détroit, MI, USA) complémenté en glucose
50 mM (Sigma, St. Louis, MO, Etats Unis) noté YNB-Glc et incubées une nuit & 37°C sans
agitation. Aprés centrifugation (10 min a 2000 rpm), le culot a été lavé avec du PBS
(phosphate-buffered saline ; 0,1 M, pH 7,2) puis repris dans du milieu YNB-Glc et ajusté a

. 7 \ 7
une concentration de 1.10" blastospores/mL aprés dénombrement sur cellules de Kova.

Un pool de fluide buccal humain (douze volontaires sains) a été traité par le
Dithiothreitol (Sigma, St. Louis, MO, USA ; 2,5 mM), agité dans la glace pendant 10 min et
centrifugé 20 min a 3 000 g a 4°C (Cr3i centrifuge Jouan). Le surnageant a été dilué par trois
volume d’eau distillée puis I'ensemble a été stérilisé par filtration. Cette solution stock stérile
de fluide buccal a 25%, a été conservée a — 80°C. Un prétraitement des plagues 96 puits a
été réalisé par I'ajout de 200 pL de fluide buccal humaine a 2% stérile, obtenues par dilution
de la solution stock a 25% dans de I'eau distillée stérile. Les plaques ont alors été incubées
1h a 37°C. Ce prétraitement permet un dépot protéique favorisant I'adhérence et Ila

formation du biofilm. Le fluide buccal a ensuite été aspiré puis remplacé par la suspension
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de levures précédemment décrite (200 pL par puits). Les plaques ont alors été incubées 2h a
37°C (début de la phase d’adhérence des levures au support: premiére étape de la
formation du biofilm). Les levures non adhérentes ont ensuite été éliminées par lavages
successifs au PBS. Ensuite, 250 uL de YNB-Glc ainsi que 50 pL des différentes dilutions
d’extraits (solution mére a 10 mg/mL solubilisée dans du DMSO ; gamme de concentrations
finales de 200 a 0,09 pug/mL obtenue par dilution en cascade au demi de la solution mére
dans du YNB-GIc ; les concentrations finales en DMSO n’excédaient pas 2% du volume total
dans les puits) ont été ajoutés dans chaque puits. Certains puits ont été utilisés comme puits
témoins (levures non traitées (témoin négatif) ou traitées avec 2% de DMSO (témoins de son
innocuité)). Apres 24 ou 48h d’incubation a 37°C, le milieu de culture et les levures non
adhérentes ont été éliminés par aspiration et les puits ont été lavés deux fois au PBS.
Ensuite, 200 uL de PBS ont été ajoutés dans chaque puits ainsi que 50 pL du réactif
XTT/ménadione (Sigma ; 300 mg/L de XTT (sel de tétrazolium) et 0,13 mM de ménadione).
Les plaques ont ensuite été incubées 3h a 37°C. Le principe de ce test repose sur la
transformation du XTT (sel de tétrazolium) en formazan (cristaux orange) par une enzyme
mitochondriale des levures. La quantité de formazan produite est proportionnelle au
nombre de levures métaboliquement actives. De plus, le XTT a été couplé a la ménadione

permettant d’accélérer la réaction et d’avoir une coloration orange plus intense.

Une lecture de I'absorbance a 450 nm (lecteur de microplaque LP400, Sanofi Diagnostics
Pasteur) a ensuite été réalisée afin de déterminer les concentrations inhibant 50% du

développement du biofilm (Clsg).

L'analyse statistique a été réalisée grace au test de Kruskal-Wallis qui permet de
déterminer les différences entre les groupes de test. Une valeur de P inférieure a 0,01
(p < 0,01) est considérée comme significative. Tous les tests anti-biofilm sur la phase de

maturation ont été réalisés en duplicate et lors de deux expériences séparées (n=2).

VII1.3. Activité anti-biofilm bactérien

Les souches bactériennes Gram positif Staphylococcus aureus (CIP7625) et Gram négatif
Pseudomonas aeruginosa (CIP76110) sont issues de la Collection de I'Institut Pasteur de
Paris (Institut Pasteur, Paris). Ces souches sont cultivées dans un milieu de culture nutritif
non-sélectif (bouillon de culture TS, Tryptone-Soja, Difco) composé d’extrait de caséine

pancréatique 17 g/L ; farine de soja clivée par papaines 3 g/L ; dextrose 2,5 g/L ; chlorure de
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sodium 5 g/L et 2,5 g/L d’hydrogénophosphate de potassium. Avant utilisation, le milieu de
culture TS est stérilisé par autoclave pendant 15 min a 121°C. Les cultures bactériennes sont
préparées a partir d’un inoculum a raison de 1% (v/v) de pré-culture puis incubées 24h a

37°C sous agitation orbitale a 110 rpm en condition aérobie.

VII1.3.1. Estimation de la concentration d’une suspension bactérienne

L’absorbance de la suspension bactérienne aprés 24h de culture a 37°C a une longueur
d’onde de 600 nm a été mesurée afin d’estimer la concentration bactérienne en UFC/mL
grace a la loi de Beer-Lambert (DO = ¢ X | X C). Cependant, la valeur € étant spécifique
d’une souche bactérienne et du milieu de culture utilisé, celle-ci a été déterminée au
préalable par corrélation indirecte entre absorbances et dilutions.

La premiere étape correspond a la détermination de la concentration bactérienne de la
suspension apres 24h de culture a 37°C. Pour cela, des dilutions en série au 1/10éme
(de 10™ 2 10™) de la suspension bactérienne sont réalisées dans de I'eau physiologique. Deux
ensemencements par dilution sont effectués a I'aide d'un ensemenceur automatique de
boites de Pétri (easySpiral®, Interscience) sur des géloses TS Agar (Tryptic Soy a 30 g/L et
17 g/L d’agar), puis mises a incuber 24h a 37°C. Le dénombrement des colonies apreés
incubation est réalisé grace a une grille de comptage (Interscience). La concentration de la

suspension bactérienne initiale est alors déterminée par I'’équation suivante :

Nombre de colonies comptées

=C UFC.mL™1
Volume ensemencé X facteur de dilution (en mL™)

La seconde étape dans la détermination de la valeur € est |'estimation de la valeur
DOgoonm théorique. Cette valeur est calculée grace a la réalisation de dilutions dans le milieu
de culture de la suspension bactérienne (Tableau 32) aprés 24h de culture a 37°C. Leurs

absorbances sont ensuite lues a 600nm (le milieu de culture seul est utilisé comme blanc).

Tableau 32 : Récapitulatif des différentes dilutions utilisées pour la détermination de la valeur €

Dilutions 1/30 1/20 1/15 1/10  1/5 3/10  2/5 1/2  3/5  4/5 1
Volume milieu (uL) 1450 950 1400 900 800 700 600 500 400 200 0
Volume suspension 50 50 100 100 200 300 400 500 600 800 1000
bactérienne (pL)

Volume total (L) 1500 1000 1500 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

La courbe de corrélation DOggonm Mmesurée = f (dilutions) est ensuite tracée (Figure 118).
La DOgoonm théorique de la suspension bactérienne est définie par la formule suivante :
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DOgoo nm mesurée

DO théorique =
600 nm q Dilution

Cette formule s’applique uniquement au niveau de la partie linéaire de la courbe.

1.4 4
1.2 -

1 4
0.8 A
0.6 -

Partie linéaire

DOsoonm mesurée

A

DOGOOnm

0.4 - —

02 - l Dilution

0 1/10 1/5 3/10 2/5 1/2 3/5 7/10 4/5 9/10 1
Dilutions

Figure 118 : Courbe de corrélation DOgoonm mesurée = f (dilutions)
obtenue permettant la détermination de la valeur ¢.

Ainsi, connaissant la concentration C de la suspension initiale (déterminée a I'étape 1) et
la DOgoonm théorique, la valeur € peut étre déterminée par l'utilisation de la loi de Beer-
Lambert :

_ DOgoo nm théorique
B Il xC

Ainsi déterminée, la valeur € est utilisée pour la détermination de la concentration

bactérienne de la pré-culture.

VIII.3.2. Etude de la formation de biofilm par la méthode au cristal violet et
détermination de la concentration minimale d’éradication du biofilm

Des dilutions ont été réalisées dans le milieu de culture TS a partir de solution-meére a
20 mg/mL solubilisée dans du DMSO pour chaque extrait. La gamme de concentration finale
s’étend de 3,125 a 100 pg/mL. Les différentes dilutions sont ensuite ajoutées dans les puits
de plagques 96 puits a fond rond non-traité (NUNC). Les bactéries sont ensuite ensemencées
par ajout de 100 pL de la pré-culture 3 5.10° UFC/mL de S. aureus. Les puits témoins ont,
gquant a eux, été remplis soit par des bactéries non traitées, soit par du milieu de

culture TS seul.

Avant incubation des plaques a 37°C, le contenu d’un puits de chaque condition
expérimentale (bactéries traitées, non traitées et milieu TS seul) est prélevé en vue d’un
dénombrement bactérien (temps TO; cf. § VIII.3.3). Aprés 24h d’incubation a 37°C, le
contenu d’'un second puits est prélevé en vue d'un dénombrement (temps T24H ;

cf. § VII1.3.3).
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Les autres puits ont été rincés avec de I'eau physiologique (0,9 g de NaCl gsp 100 mL
d’eau distillée) afin d’enlever les bactéries non adhérentes. Les plagues sont ensuite séchées
dans une étuve a 60°C pendant 1h pour permettre la fixation des bactéries. Apreés fixation,
100 pL d’une solution de cristal violet 0,1% sont ajoutés dans chaque puits. Apres 20 minutes
d’incubation a température ambiante, les puits sont rincés trois fois avec de I'eau
physiologique. Les plaques sont mises a sécher pendant 4h a 60°C. Le cristal violet résiduel
est fixé au biofilm est solubilisé par I'ajout de 200 uL d’acide acétique 33% dans chaque
puits. Aprés 15 minutes d’incubation a température ambiante sous agitation (600 rpm) a

I’abri de la lumiere, I'absorbance est lue a 595 nm avec un lecteur de microplaques.

Chaque condition est répétée 4 fois (réplicats techniques) par manipulations et ceci a été

réalisé en triplicats biologiques sur des cultures bactériennes indépendantes (n=3).

VIII.3.3. Dénombrement bactérien

Des dilutions en série au 1/10°™ des extraits fongiques sélectionnés sont réalisées 3
partir des conditions TO et T24H (cf. § VIII.3.2). Ces différentes dilutions sont ensuite
ensemencées sur milieu TS supplémenté d’agar (15 g/L) a l'aide d’'un ensemenceur
automatique de colonies (easySpiral®, Interscience). Apres 24h d’incubation a 37°C, le
comptage des colonies bactériennes est réalisé. Ainsi, la concentration minimale bactéricide

(CMB) a pu étre déterminée.

Chaque ensemencement a été réalisé en duplicats techniques et en triplicats biologiques

sur des cultures bactériennes indépendantes (n=3).

VII1.3.4. Antibiogramme : Pseudomonas aeruginosa

Une culture de P. aeruginosa a été réalisée dans un milieu de culture TS apres
ensemencement d’un inoculum de 1% (v/v). Apres 24h a 37°C sous agitation (110 rpm), une
suspension bactérienne a 1.10° UFC/mL a été préparée puis ensemencée (1 mL) sur boite de
Pétri (milieu TS + 15 g/L d’agar). Des disques de gélose de 8 mm de diameétre sont découpés
a l'aide d’'un emporte-piece. Dans chaque puits, 50 puL de chaque extrait fongique
sélectionné (100 pg/mL) sont déposés. Les témoins ont, quant a eux, été remplis par du
milieu TS contenant 0,5% de DMSO. La présence d’une zone d’inhibition autour des puits
permet une estimation de la CMI (concentration minimale inhibitrice) ce qui témoigne d’une

activité antimicrobienne des extraits.
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VIII.4. Evaluation de la production d’Espéces Réactives de I’Oxygéne (EROs) par
Résonance Paramagnétique Electronique (RPE)

Il existe de nombreuses méthodes pour observer les EROs, en fonction de leur nature.
Parmi ces derniéres, la RPE est régulierement décrite dans la littérature pour I’évaluation de
I’anion superoxyde (O,") (Clément et al., 2005; Villamena et al., 2008; Riou et al., 2014). Les
EROs étant des espéces trés réactives et instables, leurs durées de vie sont extrémement
courtes et une observation directe est impossible. L'intensité lumineuse a été mesurée a
I'aide d’un luxmetre (Digital Lux Tester YF-1065). Les spectres RPE ont été enregistrés a I'aide
d’un spectrométre Bruker Model ESP300E, opérant a température ambiante. De part sa
forte réactivité et sa trés faible durée de vie, I'anion superoxyde ne peut étre mesuré
directement ainsi le DMPO (5,5-diméthyl-1-pyrroline N-oxide) a été utilisé comme piégeur
de radicaux. En présence d’0,", il va étre immédiatement transformé en DMPQO-OOH,

molécule qui posséde un signal caractéristique en RPE (Figure 119 ; Clément et al., 2005).

>© + Oy _PH=74 >©\OOH

! !
! }
DMPO DMPO-OOH

Figure 119 : Détection de I'anion superoxyde via le DMPO

Les différentes solutions utilisées pour la détection des anions superoxydes sont
préparées extemporanément : une solution a 225 mM de DMPO dans du DMSO et une autre
a 50 uM pour la molécule a tester dans un mélange DMSO/H,0 90:10 (v/v). Ainsi, 50 uL de
chaque solution sont mélangés et aussitot transférés dans des capillaires en quartz (100 pL)
et placée a 39,5 cm de la source d’irradiation, émettant une intensité lumineuse de
5000 lux.

Les spectres RPE ont été réalisés dans les conditions suivantes :

e Modulation de fréquence : 100 kHz ;
e Fréquence micro-ondes : 9,78 GHz;
e Puissance micro-ondes : 20 mW ;

e Modulation d’amplitude : 0,987 ;

e Constante de temps : 10,24 ms ;

e Nombre de scans: 2

Pour chaque analyse, le spectre obtenu est le résultat de la somme de deux balayages

successifs, afin d’augmenter le rapport signal/bruit.
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Chapitre IX. Résumé des données chromatographiques et RMN

IX.1. Molécules isolées de Nephroma laevigatum

IX.1.1. Composé DCM 1 : Trilinoléine

CCM:  Rs=0,64 (CoHia/AcOEL 90:10)
Rf= 0,17 (CgH12/AcOEt 95:5)

Coloration apres révélation a I’ANS : Brun-marron

Quantité : 12,8 mg

HRESIMS : m/z [M+H]" : 879,74302

Formule brute : C57Hgg06

RMN : Déplacements chimiques RMN *H (400 MHz, CDCls) et RMN **C (100 MHz, CDCls)

Position OH (J en Hz) 6C (ppm) COosY HMBC
1 o 4,29 dd (4,3 ; 11,9) - H1B ; H2 —
B 4,14 dd (6,0; 11,9) Hlo ; H2
2 5,26 m 68,9 Hlo; H1B Cl'b;C1;C3
3 o 4,29dd (4,3 ;11,9) 62,1 H1p ; H2 Cl'a;Cl'b:C2:C3
B 4,14 dd (6,0; 11,9) Hlo ; H2
1’a 173,3 (2C)
1’b i 172,8 (1) i i
2a 2,31t (7,5) (4H) 34,0 (2€) ) o
2b 2,32t (7,5) (2H) 34,2 (1C) 2E Gt s Caley 5 C8F p G =
3 1,61lm 24,9 H2’ ; H4' — H7’ Cl'a;C2'a;C2'b;C4 -C7’
4 -7 1,24-1,37m 29,1-29,7 H3’; H8’ ; H18’ C2’a;C4'-C7’;C3;C8

8’ 2,05 br q (6,8) 27,2 H10; H11';1,24-1,37 C7’;C9; Cc10
9’ 5,30-5,38 m 130,0 2,27 ; HE’ C10’;C11’;C12’; Cc14
10’ 5,30-5,38 m 128,1 2,27 ; HE’ C11’;C12’;Cc14
11’ 2,77 br t (6,4) 25,6 5,30-5,38 ; H8' C9’; Cl10’; C12’; C13
12’ 5,30-5,38m 127,9 H8’ ; H11’ C10’;C11’; Cc14
13’ 5,30-5,38 m 130,2 H8' ; H11’ C10’; C11’;C12’; C14
14’ 2,05 br q (6,8) 27,2 H11; H12’ ; H15' C13’;C12’;C15; C1¢’
15’ 1,24-1,37m 29,1-29,7 H14’ ; H18’ Cle’; C14’;C17’ ; C18
16’ 1,24-1,37m 31,5 H14’ ; H18’ C15’; C14’;C17’; C18
17’ 1,24-1,37m 22,6 H14’;1,61; H18' C16’; C15’; C14’; C17’; C18’
18’ 0,891 (6,9) 14,1 H17’ C16’; C17’
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IX.1.2. Composé DCM 2 : Emodine

CCM : Rf= 0,68 (Toluéne/AcOEt/Acide formique 70:20:5)
Rf = 0,27 (C5H12/ACOEt 8020)

Coloration : Jaune dans le visible
Quantité : 10 mg

HRESIMS : m/z [M-H] : 269,04571 Formule brute : C;5H100s

RMN : Déplacements chimiques RMN 'H (400 MHz, Acétone-ds) et RMN *C (100 MHz,

Acétone-dg).

Position OH (J en Hz) 6C (ppm)
1 - 163,2
2 7,12 brs 124,9
3 - 149,4
4 7,56 brs 121,5
5 7,25d (2,3) 110,5
6 - 167,9
7 6,63 d (2,3) 108,9
8 - 166,4
9 - 182,5
10 - 191,4
4 - 134,4
8’ - 109,9
9’ - 136,6
10’ - 114,7
OH-1 12,15 brs -
OH-6 12,15 brs -
OH-8 12,15 brs -
3-CH; 2,46 s 22,1
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IX.1.3. Composé DCM 3 : 7-chloroémodine

CCM : Rf= 0,70 (Toluéne/AcOEt/Acide formique 70:20:5)
Rr=0,66 (CH,Cl,/MeOH 95:5)

Coloration : Jaune dans le visible
Quantité : 13,3 mg

HRESIMS : m/z [M-H] : 303,00676 Formule brute : C;5HoClOs

RMN : Déplacements chimiques RMN *H (400 MHz, CD;0D), RMN *3C (100 MHz, CD;0D)
et RMN 2D (COSY et HMBC).

Position oH 6C (ppm) cosy HMBC

1 - 163,5 - -

2 7,06 brs 125,2 H4 ; 3-CH; C1;C4;C10’; 3-CH;
3 - 149,2 - -

4 7,53 brs 121,6 H2 ; 3-CH; C2;C9;C10"; 3-CH3
5 7,18 s 112,7 - C7;C9;C8 ;CYy
6 - 168,5 - -

7 - 115,5 - -

8 - 162,2 - -

9 - 183,8 - -

10 - 190,4 - -

q - 134,8 - -

8’ - 108,3 - -

9’ - 133,9 - -

10’ - 115,3 - -

3-CH; 2,42's 22,1 H2 ; H4 C2;C3,;C4
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IX.1.4. Composé DCM 4 : 7-chloro-1,6-di-O-méthylémodine
Aussi appelé 1-O-méthylfragiline ou 7-chloro-1,6-diméthoxy-émodine

OH O OCH,

H,CO CH,
o
CCM : Rf= 0,66 (Toluéne/AcOEt/Acide formique 70:20:5)
Rf= 0,38 (CH,Cl,/MeOH 99:1)
Coloration : Jaune pale dans le visible
Quantité : 3,5 mg
HRESIMS : m/z [M+H]" : 333,05233 Formule brute : C;7H13ClOs5

RMN : Déplacements chimiques RMN *H (400 MHz, CDCls), RMN 3C (100 MHz, CDCls) et
RMN 2D (COSY et HMBC).

Position 6H 6C (ppm) cosy HMBC
1 - 161,1 - -
2 7,16 brs 119,0 H4 ; 3-CH; C1;C3;C4;C10’; 3-CH;
3 - 147,5 - -
4 7,76 br s 121,2 H2 ; 3-CH; C2;C9; C10"; 3-CH3
5 7,38s 101,8 - C6;C7;C9;C10;C8;CY
6 - 160,5 - -
7 - 116,4 - -
8 - 159,9 - -
9 - 182,5 - -
10 - 187,4 - -
q - 135,1 - -
8’ - 112,4 - -
9’ - 131,6 - -
10’ - 118,1 - -
OH-8 13,77 s - - C7;C8;C8

1-OCH; 4,06 s 56,6 - C1

6-OCH; 4,08 s 56,9 - C6

3-CH; 2,52s 22,4 H2 ; H4 C2;C3;C4
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IX.2. Molécules isolées de Nemania aenea var. aureolatum

IX.2.1. Composés G1 et G2 : Nordammaranes triterpenes

% OH

AT e

©
o B
: 1

CCM : Valeurs des Ry | AcOEt 100% | AcOEt/MeOH 98:2
G1 0,48 0,50

G2 0,36 0,40

Coloration aprés révélation a I’ANS : Bleu

Quantité : G1=19,4 mg

G2=6,7mg
HRESIMS : m/z [M-H] : 583,2844 Formule brute : C33H4409
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~
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Position SH (J en Hz) 6C (ppm) COosy HMBC NOESY
1 7,29d (10,0) 156,9 H2 C3;C5; C10 H2; H1la; H11lb; CH3-19 ; CH;-29
2 5,87 d (10,0) 127,9 H1 C10 H1
3 - 201,2 - - -
4 2,77 dq (6,8 ; 12,2) 40,4 H5 ; CH;-28 C3,;C5;C6;C10;C28 CH3-19 ; CHs-26
5 2,28 brd (12,2) 47,3 H4 ; H6 Cl;C3;C4;C7;C10;C19 H6 ; CHs-29
6 5,25 brs 73,8 H5 C7,C8,C10; C30 H5 ; CH3-28 ; CH3-29
7 - 208,5 - - -
8 - 52,7 - - -
9 2,62 brdd (2,5;13,1) 41,8 H11la C1;C8;C10;C29 H11la; CH;-18 ; CH5-19 ; CH5-29
10 - 38,2 - -
11b 1,98 m 24,0 H1lla C13 H1; H22b ; CH5-18 ; CH5-19
11a 1,61 brddd (3,5; 13,0 ; 25,6) 24,0 H9 ; H12a; H12b; H11lb C13 H1; H9; H12b ; H22b ; H23b
12b 2,45dd (3,1; 12,6) 25,8 H1lla; H12a - H11la; H12a
12a 1,86 ddd (3,5; 12,4 ; 25,0) 25,8 H11lb; H12b; H13 - H22b ; H12b
13 2,65m 50,2 H12b C8;C12; C18 H23b ; CH5-29
14 - 46,5 - - -
15b 2,26 m 40,6 H15a; H16 Cl14;Cl6; C18 H6 ; H16 ; CH3-29
15a 1,97 m 40,6 H15b C13;C14;C16;C17;C18 H13; H16 ; CH5-18
16 6,00 br d (8,3) 72,7 H15b C14,C17;C20;C31 H15b ; H15a ou 16-CH3CO
17 - 151,5 - - -
18 0,96 s 18,2 - C8;C14;C15 H9 ; 6-CH3CO; 16-CH;CO
19 1,44 s 27,6 - C1;C5;C9;C10 H1; H4; H9; H23b
20 - 123,8 - - -
21 - 167,8 - - -
22b 2,95 brdd(9,1;16,9) 22,8 H22a ; H23a; H23b C17;C20;C21;C23 H1la; H12a; H23b; H24
22a 2,58 m 22,8 H22b ; H23a H16
23b 1,98 m 23,4 H22a; H23b C20; C24 H24
23a 1,75ddd (9,7 ; 11,7 ; 21,7) 23,4 H22a; H22b; H23 ; H24 C20; C24 H22b ; H24
24 3,92dd (1,9; 11,5) 83,7 H23b C22;C25 H13 ; H22b; H23b; H23a; CH3-26; CH3-27
25 - 71,0 - - -
26 1,29 s 25,6 - C24; C25; C27 H24
27 1,25s 24,6 - C24;C25;C26 H24
28 1,29 br d (6,8) 13,1 H4 C3;C4;C5 H6 ; H4
29 1,195 18,3 - C7,C8,(C9;C14 H1; H6; H13; H5
6-CO - 168,7 - - -
6-CH;CO 2,11 20,7 - 6-CO H6
16-CO - 169,8 - - -
16-CH;CO 1,96 s 20,3 - 16-CO CH3-18
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an-oN-aa (6]
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Position SH (J en Hz) 6C (ppm) COosy HMBC NOESY
1 7,29d (10,0) 156,9 H2 C3,C5;C9; C10, C19 H-2; H-11a; CH5-19
2 5,87 d (10,0) 127,9 H1 C4;C10 H-1
3 - 201,2 - - -
4 2,77 dq (6,8; 12,4) 40,4 H5; CH5-28 C3,;C5;C6;C10;C28 H-6 ; CHs-19
5 2,29dd (0,8; 12,4) 47,3 H4 ; H6 C1;C3;C4,;C7;C10;C19;C28 H-6 ; CH3-28; CH3-29
6 5,25 brs 73,7 H5 C5;C7,;C8;C10; 6-CO H-4 ; H-5; CH;-28 ; 6-CH3;CO
7 - 208,5 - - -
8 - 52,7 - - -
9 2,65dd (2,6;12,9) 41,6 H1la C1,C8,;C10;C11;C29 CH5-18 ; CH5-19 ; CH3-29
10 - 38,1 - - -
11b 2,07 m 24,0 H12b C13 =
11a 1,62 ddd (3,5; 12,8 ; 25,8) 24,0 H9; H12b c8 H-1
12b 2,50dd (2,8; 12,5) 26,5 H1la; H11lb; H12a Cl4 H-22b ; H-12a
12a 1,85ddd (3,4; 12,5 25,0) 26,5 H12b ; H13 C13 H-12b ; CH5-18
13 2,64 m 51,4 H12a C15;C17,;C18;C20 CH5-29 ; CH5-18
14 - 46,9 - - -
15b 2,18 dd (8,3 ; 14,2) 40,9 H15a; H16 C8,C14;C18 H-16
15a 2,06 m 40,9 H15b C13;C14;C16;C17;C18 H-16 ; CH5-18
16 5,98 brd (7,8) 73,5 H15b C13;C14,;C17;C20; 16-CO H-15b ; H-15a ; 16-CO
17 - 154,5 - - -
18 1,00s 18,5 - C8,;C14;C15 H-9; H-13 ; H-12a ; H-15a
19 1,45s 27,6 - C1,;C5;C9;C10 H-1; H-4; H-9
20 - 125,3 - - -
21 - 164,8 - - -
22b 3,11 m 24,6 H22a; H23a C17;C20;C21;C24 H-12b ; H-22a
22a 2,44 m 24,6 H22b ; H23b - H-24 ; H-22b
23b 1,98 m 23,9 H22a - =
23a 1,75ddd (4,5; 13,1 ; 24,2) 23,9 H22b ; H24 C20; C22;C24;C25 -
24 4,10dd (3,9; 10,9) 85,2 H23a C22;C25 H22a ; CH;-26 ; CH3-27
25 - 71,8 - - -
26 1,28s 25,7 - C24;C25; C27 H-24
27 1,22s 24,2 - C24;C25;C26 H-24
28 1,29 d (6,8) 13,1 H4 C3,;C4,;C5 H-4 ; H-5; H-6
29 1,18 18,2 - C7;C8;C9;C14 H-5; H-9 ; H-13
6-CO - 168,8 - - -
6-CH3;CO 2,12s 20,8 - 6-CO H-6
16-CO - 169,7 - - -
16-CH;CO 1,99 s 20,7 - 16-CO H-16

Z9 9sodwod np (ASTION 18 D9IAH : ASOD) AZ NINY 18
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IX.2.2. Composé G4 : Acide palmitique

16

HsC

Coloration aprés révélation a I’ANS : brun-marron

Quantité : 5,1 mg

HRESIMS : m/z [M-H] :  255,2381

Formule brute : C15H3202

RMN : Déplacements chimiques RMN *H (500 MHz, CDCls) et RMN **C (125 MHz, CDCls).

Position OH (J en Hz) 8C (ppm) COosY
1 - 178,8
2 2,35t(7,5) 33,8 H3
3 1,63 m 24,7 H2 ; H4-H13

4-13 1,26 -1,34m 29,7-29,1 H3; H14

14 1,27 m 31,9 H4—H13; H15
15 1,29 m 22,7 H14 ; H16
16 0,88t (7,1) 14,1 H15
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IX.2.3. Composé G5 : Daidzéine

CCM : Rf=0,72 (AcOEt 100%)

Rf= 0,29 (CH,Cl,/MeOH 95:5)
Coloration apres révélation a I’ANS : incolore
Quantité : 0,7 mg

HRESIMS : m/z [M-H]":  253,0394 Formule brute : C15H1004

RMN : Déplacements chimiques RMN *H (500 MHz, CD;0D), RMN *3C (125 MHz, CD;0D)
et RMN 2D (HMBC).

Position OH (J en Hz) 6C (ppm) HMBC
2 8,12s 154,8 C3;C4;C8a
3 - 126,1 -
4 - 178,4 -
5 8,05d (8,8) 128,6 C4;C7;C8a
6 6,93 dd (8,8 ; 2,3) 116,8 C8; C4a
7 - 165,2 -
8 6,84 d (2,3) 103,4 Cc7
8a - 160,0 -
4a - 118,2 -
1 - 124,5 -
2’ 7,37 d (8,8) 131,6 C3;C4;Ce
3 6,85 d (8,8) 116,4 C1;c4;cCe
4 - 158,8 -
5’ 6,85 d (8,8) 116,4 C1l;C3,;c4
6’ 7,37 d (8,8) 131,6 C3;C2;c4
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IX.2.4. Composé G6 : Adénosine

Quantité : 2,7 mg

HRESIMS : m/z [M+H]": 268,1059 Formule brute : C;oH13N504

RMN : Déplacements chimiques RMN *H (500 MHz, CD;0D), RMN *3C (125 MHz, CD;0D)
et RMN 2D (COSY et HMBC).

Position SH (J en Hz) 6C (ppm) cosy HMBC
2 8,18 brs 153,7 - C4;C6
4 - 150,4 - -
5 - 116,0 - -
6 - 157,8 - -
8 8,31s 142,2 - -
1 5,97 d (6,2) 91,4 H2' C4;C8;C4
2 4,74 br t (5,6) 75,6 H1’; H3’ c1
3’ 4,33dd (2,5;4,9) 72,8 H2' ; H4’ C1;Ccy
q 4,17 brd (2,3) 88,3 H3’; H5'a ; H5'P c3’
, a 3,88dd (2,3;12,5) H4’ ; H5'B ) o
> B3,75dd (2,3 ; 12,5) 63,6 H3’; H5'a 43
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IX.3. Molécules isolées de Nemania serpens

IX.3.1. Composé C1: 5-carboxymélléine

° COOH

CCM:  Rf= 0,41 (CH,Cl,/MeOH 90:10)

Rf=0,52 (Toluene/AcOEt/Acide formique 70:20:5)
Coloration apres révélation a I’ANS : incolore
Quantité : 1,4 mg

HRESIMS : m/z [M-H] :  221,0368 Formule brute : C11H1005

RMN : Déplacements chimiques RMN *H (500 MHz, CD;0D), RMN *3C (125 MHz, CD;0D)
et RMN 2D (COSY et HMBC).

Position OH (J en Hz) 6C (ppm) COsy HMBC
1 - 171,8 - -
3 4,70 m 77,3 H4B ; Hdo ; 3-CH; -
a 0 3,86dd (3,0; 17,7) 340 H3; H4p C4a; C5;C8a

B3,02dd (11,7 ;17,7) ’ H3 ; H4a Cd4a;C5;C8a;C3;C9
5 - 110,0 - -
6 6,91d (8,8) 116,7 H7 C5;C8;C8a
7 8,09d (8,8) 139,7 H6 C9;C8; C4a
8 - 166,0 - -
9 - 170,5 - -
4a = 144,2 - =
8a - 123,2 - -
3-CH; 1,51d (6,3) 21,1 H3 C3;C4
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IX.3.2. Composé C2 : Eugénitine

H,CO

CCM:  Ry= 0,87 (CH,Cl,/MeOH 90:10)

Rf= 0,59 (Toluéne/AcOEt/Acide formique 70:20:5)
Coloration apres révélation a I’ANS : incolore
Quantité : 2,9 mg

HRESIMS : m/z [M+H]": 221,0840 Formule brute : C15,H1,04

RMN : Déplacements chimiques RMN 'H (500 MHz, CDsOD) et RMN *C (125 MHz,
CD50D) et RMN 2D (COSY et HMBC).

Position 6H (J en Hz) 6C (ppm) cosy HMBC
2 - 169,5 - -
3 6,11d (0,6) 109,4 2-CH; C2;C4;C4da; 2-CH;
4 - 184,3 - -
5 - 159,3 - -
6 - 109,9 - -
7 - 165,3 - -
8 6,58 s 90,8 - C4;C6;C7;C8a; Cda; 6-CH;
4a - 105,8 - -
8a - 158,2 - -
2-CH3 2,39d (0,6) 20,4 H3 C2;C3
6-CH3 2,045 7,4 - C7;C5;C6;C8
7-OCH; 3,91s 56,7 - C7;C8
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IX.3.3. Composé C3: Acide para-hydroxyphénylacétique

Acide 4-hydroxyphénylacétique

Quantité : 4,2 mg

HRESIMS : m/z [M-H]":  151,0322 Formule brute : CgHgO3

RMN : Déplacements chimiques RMN 'H (500 MHz, CD;OD) et RMN *3C (125 MHz,
CD;0D) et RMN 2D (COSY et HMBC).

Position OH (J en Hz) 8C (ppm) cosy HMBC

1 - 157,5 - -

2 6,72 d (8,5) 116,3 H3 Cl1;C4;C6
3 7,09d (8,4) 131,4 H2 Cl,;C5;C7
4 - 127,3 - -

5 7,09d (8,4) 1314 H6 C1;C3;C7
6 6,72 d (8,5) 116,3 H5 Cl;C2;C4
7 3,47 s 41,7 - C4,;C5;C8
8 - 176,8 - -
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Annexe 1. Clés de détermination des lichens (Tievant, 2001)

Aurélie LAGARDE | These de doctorat | Université de Limoges | 20 décembre 2017
[S) sY-Nc-nD |




Annexe 2. Aspect morphologique des champignons endolichéniques isolés de Nephroma laevigatum.

Observations macroscopiques effectuées apres 21 jours de mise en culture.
Observations microscopiques (grossissement x400, coloration au bleu lactique

Souches fongiques Recto Verso Microscopie Loupe Sporulation Vitesse de
(x400) (x15) croissance
Coniochaeta
. NON Rapide
hoffmannii P
Daldinia .
! I. oul Rapide
concentrica
N ,
emania aenea NON Lente
var. aureolatum
Nemania diffusa NON Moyenne
Nemania serpens NON Moyenne
Nemania ser,
! pens NON Moyenne
var. serpens
Nemania plumbea NON Moyenne
Peziza varia oul Lente
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Annexe 3. Massifs isotopiques et spectres de fragmentations des composés a m/z 319 [M+H]"
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Annexe 4. Spectres de fragmentations des composés a m/z 333 ; 304 et 271 [M+H]"
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Annexe 5. RMN *H (400 MHz, CDCl3) et RMN **C (100 MHz, CDCl3) du composé DCM1
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Annexe 6. RMN 'H (400 MHz, Acétone-d6) et RMN **C (100 MHz, Acétone-d6) du composé DCM2
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Annexe 7. RMN *H (400 MHz, CD;0D) et RMN **C (100 MHz, CD;0D) du composé DCM3
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Annexe 8. RMN *H (400 MHz, CDCl5) et RMN **C (100 MHz, CDCl3) du composé DCM4
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Annexe 9. RMN *H (500 MHz, CDCl5) et RMN **C (125 MHz, CDCl3) du composé G1
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Annexe 10. HSQC et COSY du composé G1

HSQC H ' N

F1 [ppm]

40

f

'

1

)

1
g

¥
IIIIII:I|III|I

60

| W (4L Wl

_h

IIIIIIIIII
120 0

140

O
L

2 F2 [ppm]

o

F -9

LT | e
NS

(

i
= o (11D

— b @ .
............................................................... .
D T T T I T T T | T T T | T T T a
6 4 2 F2 [ppm]
Aurélie LAGARDE | Thése de doctorat | Université de Limoges | 20 décembre 2017 208

(@) BY-NC-ND | mEN|



HMBC

l‘ﬁ LAl

'y

NOESY

Annexe 11. HMBC et NOESY du composé G1
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Annexe 12. RMN *H (500 MHz, CDCl3) et RMN **C (125 MHz, CDCl3) du composé G2
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Annexe 13. HSQC et COSY du composé G2
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Annexe 14. HMBC et NOESY du composé G2
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Annexe 15. RMN *H (500 MHz, CDCl3) et RMN **C (125 MHz, CDCl3) du composé G3
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Annexe 16. RMN *H (500 MHz, CDCl3) et RMN **C (125 MHz, CDCl3) du composé G4
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Annexe 17. RMN *H (500 MHz, CD;0D) et RMN **C (125 MHz, CD;0D) du composé G5
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Annexe 18. RMN *H (500 MHz, CD;0D) et RMN **C (125 MHz, CD;0D) du composé G6
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Annexe 19. RMN *H (500 MHz, CD;0D) et RMN **C (125 MHz, CD;0D) du composé C1
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Annexe 20. RMN *H (500 MHz, CD;0D) et RMN **C (125 MHz, CD;0D) du composé C2
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Annexe 21. RMN *H (500 MHz, CD;0D) et RMN **C (125 MHz, CD;0D) du composé C3
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Etudes phytochimiques du lichen Nephroma laevigatum et de ses champignons
endolichéniques. Evaluation des activités antiprolifératives et anti-biofilms.

La résistance aux antibiotiques ou la difficulté de plus en plus croissante a traiter les maladies
actuelles avec les composés disponibles sur le marché ont contraint les chercheurs a trouver de
nouvelles sources de molécules actives. Les lichens produisent divers composés biologiquement
actifs en raison de la grande diversité de leur écosystéeme. lIs représentent ainsi une source
prometteuse de composés bioactifs. Le profilage chimique de Nephroma laevigatum a été effectué.
Une analyse LC-MS/MS avec des approches en réseaux moléculaires ont permis d’appréhender la
diversité chimique de ce lichen et quatre composés différents ont été isolés et identifiés par RMN puis
testés pour leur activité antiproliférative. Cependant, les ressources en lichens sont limitées, ce qui
restreint leur utilisation. De plus, le thalle lichénique constitue une niche écologique de choix pour
d’autres microorganismes, ce qui en fait une source potentielle de nouvelles molécules d’intéréts. La
culture de champignons endolichéniques a été entreprise. Ainsi, 46 souches ont été isolées et
identifiées par DNA barcoding (amorces ITS4 et ITS5). Les souches identifiées appartiennent au
genre Nemania, Daldinia, Peziza et Coniochaeta. Une investigation biologique a été réalisée sur six
souches sélectionnées appartenant a deux espéces (Nemania aenea var. aureolatum et N. serpens).
Ainsi, deux souches se sont démarquées par leurs activités antiprolifératives et anti-biofilms. Des
études chimiques et biologiques plus approfondies de ces derniéres (Gir_20 N. aenea var. aureolatum
et Cor_08 N. serpens) ont été par la suite effectuées et huit composés différents ont été isolés et
identifiés par RMN 1D et 2D. L’étude de I'effet des extraits sur les lignées cancéreuses humaines HT-
29, HCT116, PC-3 et DU145 a permis de mettre en évidence des changements morphologiques au
niveau cellulaire. L’analyse de I'expression de marqueurs protéiques pro- et anti-apoptotiques ainsi
gue la fragmentation de 'ADN mettent en évidence l'induction de I'apoptose. Le profilage chimique
par LC-MS/MS de ces souches a ensuite été réalisé et comparé par des approches en réseaux
moléculaires permettant ainsi de visualiser la diversité chimique entre les deux espéces de
champignons endolichéniques.

Mots-clés : Nephroma laevigatum, Champignons endolichéniques, Métabolites secondaires,
Activités biologiques, Diversité fongique

Phytochemical studies of lichen Nephroma laevigatum and its endolichenic fungi.
Evaluation of antiproliferative and anti-biofilm activities.

Antibiotics resistance or increase of difficulty to treat for current diseases with commercially available
compounds has obligated researchers to find new sources of active molecules. Lichens produce
various biologically active compounds due to the great diversity of their ecosystem. Thus, they
represent a promising source of bioactive compounds. Chemical profiling of Nephroma laevigatum
was performed. LC-MS/MS analysis with molecular network approach allowed understanding chemical
diversity of this lichen and four different compounds were isolated and identified by NMR and tested
for their antiproliferative activity. However, lichen resources are limited, which limits their use. In
addition, lichen thalli are an ecological niche for other microorganisms and a wide reservoir for access
to bioactive molecules. Cultivation of endolichenic fungi was undertaken. Thus, 46 strains were
isolated and identified by DNA barcoding (primers ITS4 and ITS5). The isolated fungi belong to genus
Nemania, Daldinia, Peziza and Coniochaeta. Biological investigation was carried out on six selected
strains belonging to two species (Nemania aenea var. aureolatum and N. serpens). So, two strains
distinguished by their antiproliferative and anti-biofilm activities. Further chemical and biological
studies of these strains (Gir_20 N. aenea var. aureolatum and Cor_08 N. serpens) were subsequently
performed and eight different compounds were isolated and identified by 1D and 2D NMR. Study of
effect of the extracts on the human cancer lines HT-29, HCT116, PC-3 and DU145 made it possible to
highlight morphological changes at the cellular level. Analyses of the expression of pro- and anti-
apoptotic protein markers as well as DNA fragmentation demonstrate the induction of apoptosis. LC-
MS/MS chemical profiling of these strains was performed and compared with molecular network
approach, to visualize chemical diversity between the two species of endolichenic fungi.

Keywords: Nephroma laevigatum, Endolichenic fungi, Secondary metabolites, Biological

activities, Fungal diversity
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