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Liste des abréviations et des unités

Abréviations :

ADN

Acide désoxyribonucléique

a-MSH Alpha-melanocyte-stimulating hormone
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ABTS
AP-1

COX-2

Adénosine monophosphate cyclique

Acide gras

Acide 2,2’-azino-bis(3-éthylbenzothiazolinesélphonique
Protéine activatrice 1

Cyclooxygénase-2

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DPPH
DHEA
ECM

2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl
Déhydroépiandrostérone
Extracellular matrix

EMEM Eagle’s Modified essential Medium

ERK Extracellular-signal-regulated kinases
FAO Food and Administration organization of theitdd Nations
GAG Glycosaminoglycanes

HA Hyaluronan or Hyaluronic acid

HPLC High pressure liquid chromatography
IMC Indice de masse corporel

IFN Interféron

iINOS Oxyde nitrique synthase inductible
IL-1B Interleukine B

IL-6 Interleukine 6

L-DOPA 3,4-dihydroxyphénylalanine

MAPK Mitogen-activated protein kinases
MMP Matrix metalloproteinase

MITF Microphthalmia-associated transcription facto
MW Molecular Weight

NF-«xB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer oivated B cells
PBS Phosphate buffered saline

uv Ultraviolet

TGF$ Transforming growth factgy

TGF Transforming growth factar

TIMP Tissue inhibitors of metalloproteinases
TYR Tyrosinase

ROS Reactive oxygen specie

Unités :

% Pourcentage

BV Base volume

°C Degré Celsius

Da Dalton

h Heure

g Gramme

I Litre

M Mole

min  Minute

rom  Rotation par minutes

S Seconde
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Cette thése CIFRE (Conventions Industrielles demiation par la Recherche) a été
réalisée au sein de I'équiB€BS (Biotechnologies eChimie desBioressources pour Banté)
de 'UMR 7266 CNRS-LIENSs de La Rochelle Universtéle I'entreprise SEPROSYS, située
a La Rochelle.

L'environnement marin est un écosysteme préseatangrande biodiversité. Parmi les
nombreux organismes marins, on retrouve les alguphis particulierement les macroalgues
faisant preuve d'une incroyable richesse. De ntesrespéces de macroalgues sont identifiées
guotidiennement mais elles ne représentent quede®200 000 especes existantes (Radmer.
1996). Utilisées depuis des millénaires, les mdgtms marines possedent de hautes valeurs
nutritives. En effet, elles présentent une fractiinérale variée et abondante, des protéines en
guantités non négligeables et bien équilibréesiElea aminés essentiels, une fraction lipidique
faible mais riche en acides gras polyinsaturésrefileres ayant des structures diverses
(Fleurence.l993; 1999). Cette diversité en biomolécules d’intéréts leanfere un nombre
certain d’activités biologiques telles que des @€ antioxydantes, antibactériennes,
antivirales, anti-inflammatoires, anticoagulantas @ncore anti-age (Ariede etl. 2017;
Pangestuti edl. 2011; Hamed et al. 2015; Adrien et al. 2017; 2019). Ces activités biologiques
permettent leur utilisation dans de nombreux doemiels que les domaines pharmaceutique,
cosmétique ou nutraceutique (Falleaket2011).

C’est dans ce contexte que la societé SEPROSY Su@ams, Procédes, Systemes) a
développé et breveté, en 2011, un procédé de $@part de purification fractionnée de
biomolécules issues de macroalgues de tifpa sp. (Baudouin etl. 2012). L'objectif de cette
société specialisée dans le développement de @wduti’extraction, de séparation et de
purification de molécules d’intéréts est de vakrime biomasse localet peu exploitée via
un procédé de fractionnement innovaob-compatibleen ne faisant pas intervenir de solvant
ou d’acide. Ce procédé facilemdransposable a I'échelle industrielleet économiquement
viable a fait I'objet d’'une premiére these.

Lors de cette précédente thése, menée pddrldmandine Adrien, la fraction
polysaccharidique provenantUlva rigida a pu étre caractérisée, dépolymérisée et valorisée
dans le domaine de la dermo-cosmétique (activitib-age) et dans le domaine de la
pharmaceutique (activité anti-coagulante) et denpes résultats ont pu montrer I'activité pro-
collagéne de la fraction protéiqueliva intestinalis( Adrien etal. 2017; Adrien etal. 2019).

De plus, ces travaux ont permis de montrer guilstek différents verrous importants
(rendements faibles et pureté a améliorer) a Iswrete procédé d’extraction et de purification
SEPROSYS. La société SEPROSYS et I'équipe BCBS du laborioiENSs ont, pour cette
raison, élaboré un nouveau projet de these ayamt @uojectifs de résoudre ces différents
verrous, mais aussi de passer le procédé d’exdraatplus grande échelle (une dizaine de kg)
et de valoriser les autres fractions du procédéesslUIva intestinalis(Ul) et dUlva rigida
(UR) par I'étude de leurs activités biologiques patdles (Adrien. 2016). Ces debomasses
localessont produites par des algoculteurs sur I'lle i0h (la ferme du Douhet) et sur I'lle
de Ré (Algorythme).
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Afin d’identifier des applications potentiellemerdommercialisables pour les
différentes fractions de macroalgues marines a@gfait purifiées selon le procédé développé
par la société SEPROSYS, il est intéressant derailgls activités appartenant aux domaines de
la nutraceutique et de la dermocosmétique pounutdsdes molécules soatvaleur ajoutée
moyenneet oule risque économique est plus faiblet le retour sur investissement plus rapide
gue dans le domaine pharmaceutique, ce afin demiéez et valoriser le procéde.

Une étude réalisée slermarché dermocosmeétiquenontre que celui-ci génerera, d'ici
2025 un chiffre d'affaires de I'ordre @38 milliards d'euros (source Grand View Research
2019). De mémd;industrie nutraceutique est estimée &84 milliards de dollars et est en
constante évolution. Le chiffre d’affaires atterah2022est de 302 milliards de dollars (Santini
etal. 2018).ll s’agit donc aussi d’'un secteur a haut potemtiedn constante évolution. La forte
croissance de ces marchés et la demande grandisismtonsommateurs pour des produits
dits « verts » et sans produits chimiques permiedtifier des applications potentiellement
commercialisables pour les difféerentes fractiorm/pnant dUlva rigida et dUIva intestinalis
extraites selon le procédé développé par la soSEEROSYS. Ces travaux s’articulent donc
en trois grandes parties :

- La premiére partie présenter les différents travaarcernant Bmélioration du
procédé la caractérisation des fractions protéiques et polysaccharidiques gure la
production de fractions peptidiques et oligosaccharidiquesgmant dUlva rigida et
Ulva intestinalis

- Ladeuxieme partie est consacrée a I'évaluatiopadentiel «anti-age» et du potentiel
« anti-tache » des différentes fractions provenantla rigida et Ulva intestinalis
Dans ce but, nous avons étudié dans un premiestéimpact des différentes fractions
sur la viabilité cellulaire et la production delegiene et d’acide hyaluronique de deux
lignées fibroblastiques : une lignée fibroblastiqtieD-1059 provenant d’'une femme
donneuse agée de 20 ans et une autre lignée filstaple CDD-1090 provenant d'une
femme donneuse agée de 46 ans. Par la suite duéié Eeffet des fractions sur
I'activité de la tyrosinase et sur la productiorvitro de mélanine par des mélanocytes
murins B16FO0, trés utilisés pour le criblage de poses anti-tache.

- La troisieme partie s’integre au sein d’un projéhdmméNeuronalg, dont I'objectif
est ledéveloppement d’actifs nutritionnels algo-sourcé<iblant I'inflammation et les
mécanismes d’altérations du comportement émotidiésehux troubles métaboliques.
Afin de répondre au mieux a cette problématiqué étd cribléesn vitro les activités
anti-inflammatoire des fractions produites sur dexrophages murins RAW264.7 a
travers la mesure de médiateurs clés de voies giealsation de la réaction
inflammatoire, comme la quantification de monoxydiazote produit, associée au
niveau transcription de protéines cibles comme iIN®S synthase inductible) et de
cytokines pro- et anti-inflammatoires.
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Ces travaux de these sont déclinés dans ce manersqgtiatre chapitres.

1)

2)

3)

4)

Le chapitre 1 constitue une étude bibliographique regroupant desnaissances
générales sur les macroalgues marines. Et plusgndent sur deux macroalgudsliva
intestinaliset Ulva rigida. Par la suite, sont particulierement décrits ttisgie de la
peau, le vieillissement cutané, et les moléculgales démontrant un intérét pour des
applications « anti-age ». Les principales conaaisss sur la mélanogenese, ainsi que
les molécules extraites de macroalgues ayant dééontintérét pour des applications
« anti-tache » sont abordées. Pour finir, I'inflaation et les mécanismes d’altération
du comportement émotionnel lié aux troubles méighet sont décrit, et les molécules
extraites de macroalgues démontrant un intérét pdes applications anti-
inflammatoires sont présentées.

Le chapitre 2 s’attache a regrouper le I'ensemble des matétighé&hodologies
employés lors de ces travaux de thése.

Au sein duchapitre 3, les résultats obtenus pour les activités « ageisa et « anti-
tache » des différentes fractions provenatilh rigida et d'Ulva intestinalissont
évalués et discuteés.

Pour finir, au sein dichapitre 4, est étudié le potentiel de lutte contre la neuro-

inflammation et les troubles cognitifs et de 'humeui y sont associés de certaines
fractions provenant tlva rigida et d'Ulva intestinalis
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I1.1 Des macroalgues vertes : Ulva intestinalis et

Ulva rigida

I.1.1 Les macroalgues marines : Généralités

Les premiéeres algues, apparues il y a environ 2 milliards d’années, seraient le fruit d’une
symbiose entre des bactéries photosynthétiques et des cellules eucaryotes (Raven et al. 2007).
On les retrouve sous différentes formes allant de 1’échelle microscopique et unicellulaire (les
microalgues) a 1’échelle macroscopique pour des algues atteignant plusieurs meétres (les
macroalgues). Il existe entre 20 000 et 30 000 especes d’algues différentes a la surface du globe,
représentant 18% du régne végétal (Garon-Lardiere. 2004). Les algues forment un vaste
ensemble hétérogéne d’embranchements distincts et sont présentes dans plusieurs lignées

indépendantes (figure 1).

e N p P, |
; & m 4 i o 1} Métazoaires (Animaux)
g . Sa 4 |

|| Opistochontes

..'L Eumycetes (Fungi)

@,‘3 Rhodobiontes (Algues rouges)

Lignée verte

s - Chlorophytes (Ulve, Chlamydomonas..) ———

Chlorobiontes

=] eucarvores

z - Algues
— —
Straménopiles

. Oomycetes (Mildiou de la vigne...)

Lignée brune v Phéophycées (Algues brunes)
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Algues
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Apicomplexes (Plasmodium falciparum...)

——{ -5~ Mycétozoaires (Myxomycétes...)
—D-.- Actinopodes (Radiolaires...)
——D—E— Foraminiféres (Fusulines, Globigérines...)

—. ' 4 Euglénobiontes (Euglénes, Trypanosomes...) -
ques

> Embryophytes (Plantes terrestres) |

Algues
rouges

Algues
vertes

Algues
brunes

Autres

Figure 1 : Classification et répartition des divers groupes d’algues eucaryotes (algues vertes, brunes et rouges), au sens
large, dans I’arbre phylogénétique ( https://www.encyclopedie-environnement.org/zoom/les-algues-et-leur-classification/)
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On retrouve tout d’abord les macroalgues de la lignée verte. Elle se compose des algues
rouges (Rhodobiontes ou Rhodophycées) uniquement aquatiques et plutdt marines, et des
algues vertes (Chlorobiontes) réparties en deux lignées paralléles : lignée des Chlorophytes et
la lignée des Streptophytes. Ensuite, on retrouve la lignée brune assez ¢loignée de la lignée
verte. On retrouve différentes lignées en paralléle : les Haptophytes, unicellulaires et marines,
les Phéophycées ou algues brunes au sens strict (surtout marines) et les Diatomées
(microscopiques).

Les macroalgues sont des organismes aquatiques pluricellulaires. Ce sont des végétaux
photosynthétiques, la lumiére leur est donc indispensable. Ces végétaux photosynthétiques sont
composés d’un appareil végétatif appelé thalle (Figure 2). Le thalle contient une base
(crampons, ...) permettant I’ancrage de 1’algue sur un support. Le thalle présente une grande
diversité¢ de formes allant de lames simples a des structures plus complexes semblables a des
tubes, des tiges ou des feuilles. La partie haute du thalle des macroalgues, appelée fronde, peut
étre sous forme de filaments, cordons ou lani¢res. Les macroalgues possedent également des
textures trés variées : certaines algues sont gélifiées, d’autres sont cartilagineuses ou
spongieuses. Par ailleurs, certaines algues présentent un thalle trés rigide, suite a I’accumulation

de carbonate de calcium ou aragonite dans les parois de leurs cellules (Garon-Lardiére. 2004).

f
Lame ou fronde L Thalle

————— Crampons

-

Figure 2 : Thalle, structure de base de I’algue.
Le thalle est composé de 3 grands éléments : la lame, le stipe et les crampons

Les macroalgues peuvent peupler des écosystemes aquatiques tels que des océans, des
lacs, des rivieres et méme des glaciers, ainsi que des systémes terrestres y compris les roches et
des sols sableux (Floch et al. 2019). Elles se répartissent verticalement dans 1’eau a des
profondeurs différentes, de 0 a 100 metres, en fonction de leur besoin en lumicre. Leur
répartition dépend de divers facteurs tels que la lumicére, la salinité, le type de sol, la houle ou
encore l’alternance d’émersion et d’immersion. Elles possédent une paroi cellulaire
partiellement cellulosique, des noyaux cellulaires et des plastes pigmentés comportant de la
chlorophylle et des pigments donnant la couleur de I’algue (Garon-Lardiere. 2004).

Les macroalgues sont classées en quatre grands groupes. On distingue des algues vertes
(chlorophycées), des algues brunes (xanthophycées), des algues rouges (phéophycées) ou
encore des cyanobactéries (antérieurement dénommeées « algues bleues »). Trois types de
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pigments donnent leurs pigmentations aux algues : les chlorophylles, les caroténoides et les
phycobiliprotéines (Kiitzing. 1843). Chaque groupe d'algues posséde une couleur bien définie
due a une signature pigmentaire particuliére. Cette signature pigmentaire a été utilisée comme
critere de classification (figure 3).

M?fc’zzzzgl;lesczzg)nes Macroalgues rouges Macroalgues vertes
12437 : (Rhodophyta). (Chlorophyceae).
Elles représentent les algues Divisées en deux groupes : On les retrouve sous des
les plus abondantes sur les les Bangiophycées et les formes trés diverses. Elles
littoraux. Leur couleur Floridéophycées. Elles contiennent des
jaunatre a brunatre doivent leur couleur a la chlorophylles a et b, ainsi
provient de la dominance présence de plastes roses que des caroténes et des
des xanthophylles et des dans lesquels on retrouve un xantho;?hylles. Ce vaste
fucoxanthines, masquant la pigment rouge associé la (SHOLE d algues de gouleur
résence d'autres pigments hycoérythrine. C V9IS [ DS
P pig phycoerythrine. Ce d'amidon extraplastidial,
comme la chlorophylle a et pigment est associé a comme pour les plantes
C. plusieurs autres pigments supérieures.
dont les chlorophylles.

Figure 3 : Les trois grands groupes de macroalgues marines classées en fonction de leur composition pigmentaire.

De facon générale, les macroalgues rouges et brunes sont plus utilisées que les
macroalgues vertes (figure 4). En effet, la grande majorité de la demande mondiale concerne
les macroalgues rouges et brunes pour I’utilisation de colloides, méme si ces derni¢res années
de nombreuses sociétés de biotechnologies s’intéressent a la valorisation de celles-ci.

18

16

Macroalgues rouges
14

12

10

6 Macroalgues brunes

vertes

Production (poids humides, tonnes x106)

1900 1925 1950 1975 2000

Figure 4 : Production mondiale (culture et collecte) de macroalgues marines entre 1952 et 2020 (Tiwari et al. 2015)
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11.1.2 Ulva intestinalisetUlva rigida

Les Ulves sont des macroalgues vertes de la fanedt)lvaceae.Le genreUlva est
ubiquitaire et se trouve dans tous les océansahedkrrestre. Leur thalle peut étre sous forme
de lame (ex Ulva rotundata, Ulva armoricanjeou en tube filamenteux (exJlva compressa
ou Ulva intestinalis Elles peuvent étre de différentes tailles. Lagscette étude, nous allons
particulierement nous intéresser a deux espddbs.rigida et Ulva intestinalis

11.1.2.1 Caractéristigues et répartition géographique

a. Ulvarigida

Ulva rigidaest une macroalgue verte du gediea, (Ulvaceae), de I'ordre des Ulvales,
la classe dedlvophyceaéncluse dans la division Chlorophyfag(re 5. Présentant des thalles
trés minces de couleur verte clair et translucidlea rigida peut se retrouver sous forme de
touffes ou de lames solitaires. Leur taille vaee3® a 40 cm mais peut atteindre 1 méiitea
rigida peut se fixer sur des roches et se retrouve emdalpce dans les zones peu profondes et
illuminées. Elle se développe aussi dans les zoaesissellement riches en éléments nutritifs,
méme polluées. Sa distribution est commune etedtelargement présente dans le monde
(« Ulva rigida | DORIS » 2019.).

Figure 5: Photographie d’'Ulva rigida, accrochée sum fond rocheux (Photographs © M.D. Guiry)

b. Ulva intestinalis

Ulva Enteromorpha var. Intestinalisst une macroalgue verte ubiquitaire du genre
Ulva, (Ulvaceag, de I'ordre dedJlvales la classe deBllvophyceadncluse dans la division
Chlorophyta, présentant des thalles en forme de tnéls fins figure 6). La lame est plissée et
change de couleur passant du vert foncé au vartolee vert jaunatreJlva intestinaligpousse
sur des fonds rocheux de la surface a de faible®mieurs (Prud’homme van Reineakt
2001; Ruangchuay etal. 2007).
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Figure 6 :Photographie d’Ulva intestinalis (Photaghs © Per Arvid Asen, Photographs © Judith Bush)

c. Mode de reproduction

Le cycle de reproduction atteint son apogée auerips et en étd)lva sp. enchaine
une alternance de deux générations (Pettett. 2008).distingue en premier lieu une
reproduction asexuée qui consiste en la divisiothdile. Cette division génere des sporophytes
identiques marqués par une diploidigyre 7). Par la suite, on distingue la production de
zoospores donnant naissance a des gamétophytesahfdeelles (Pettett. 2009). Les signaux
environnementaux tels que la luminosité, la tentpéeale pH, la salinité, la disponibilité des
nutriments et la déshydratation vont jouer sulyldecde reproduction.

Figure 7: Cycle de reproduction chez Ulva (http://waisbioinformatics.in)
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1.1.2.2 Les polymeéres présents chez Ulva rigida et Ulvasimalis

Il est rapporté qu’Ulva rigida contient entre 76% et 83% d’eau localisée dans les
vacuoles, la paroi cellulaire et le cytoplasme (Ak et al. 2015). On retrouve également des
polysaccharides, des protéines, des lipides, de pigments, des vitamines et minéraux en
proportions variables (figure §).

1-3%

11-50%

11-40%

m Lipides et AGm Protéinesm Polysaccharides: Vitamines et minéraum Autres

\

Figure 8 : Composition moyenne en différents constituants (lipides, acides gras, protéines, polysaccharides, vitamines et
minéraux) chez les macroalgues du genre Ulva sp.

La diversité des biomolécules présentes chez Ulva sp. permet ’adaptation a des habitats
complexes et varie en fonction de différents paramétres tels que la distribution géographique,
les saisons ou encore a des facteurs environnementaux comme la température de I'eau, la
salinité, la lumiére, les nutriments et les minéraux disponibles (Messyasz et al. 2011).

a. Protéines et peptides

Le teneur en protéines chez les macroalgues du genre Ulva sp. est de ’ordre de 7-24%
(matiere seéche/poids sec) (Ortiz et al. 2006; Kazir et al. 2019). Cette teneur peut varier
considérablement d’une étude a une autre. Par exemple, Ulva rigida a montré des taux de
protéines variant en fonction des saisonnalités (entre 11,3% et 23,6%) (Rouxel et al. 2001). La
teneur la plus élevée est atteinte en décembre alors qu’une autre étude montre des teneurs en
protéines plus élevées entre février et mai avec une valeur moyenne de 4 % (Ivanova et al.
2013). De fagon générale, toutes les especes du genre Ulva vont subir des variations de la teneur
en protéines en fonction des saisons (Padua et al. 2004; Shuuluka et al. 2013).

Les macroalgues possédent une composition en acides aminés assez intéressante. En effet,
une ¢tude a comparé la composition en acides aminés de macroalgues avec celle d'aliments tels
que les ceufs, et il en ressort que leur composition en acides aminés essentiels sont de méme
ordre (Fleurence. 1999). La composition en acides aminés et leur teneur respective chez Ulva
rigida et Ulva intestinalis sont résumées dans le tableau 1.
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Tableau 1:Composition en acides aminés de macroalgugenre Ulva sp., Ulva rigida et Ulva intestirsaéixprimée en
pourcentage par rapport au poids sec de l'algue

Acides aminés Ulva sp. Ulva rigida Ulva intestinalis
Alanine 8.6 +0.74 13.54 1.92
Arginine 23.03+1.92 5.06 1.86

Acide aspartique 16.11 £ 1.37 14.31 2.58
Cystéine X 1.21 X
Acide Glutamiqut 12 +1.4: 10.3¢t 1.65
Glycine 2.11+1.08 8.59 1.43
Histidine 0.64 +0.04 1.54 2.07
Isoleucine 3.6+£04 3.4 1.25
Leucine 4.31+0.73 5.72 1.76
Lysine 6.34+1.16 4.07 0.66
Méthionine 0.81+0.2 1.65 2.2¢
Phénylalanine 2.06 £ 0.68 3.6 0.89
Proline 3.32+0.52 4.7 2.99
Serine 6.93 + 0.46 6.7 1.54
Thréonine 4.35+0.51 5.50 111
Tyrosine 2.88+041 2.42 241
Valine 292+1.2 6.1€ 2.22
Référence (Kazir etal. 2019) (Shuuluka eal. 2013) (Lewis etal. 1960)

b. Polysaccharides et fibres alimentaires

Les macroalgues sont caractérisées par un pougeeatavé de polysaccharides. La
composition et la teneur en polysaccharides vaervam fonction des différentes especes de
macroalgues vertes mais aussi en fonction des ttomsliet des parametres de culture. La
grande majorité des polysaccharides sont des Ipétgsaccharides. En effet, ils sont constitués
d’unités qui se répétent et qui présentent au ni®ng résidus différents. lls peuvent également
contenir différents substituants liés par des diass éthers, esters, amides, sulfates ou
acétaliques. On retrouve, en moyenne, 22% de palisaides cheblva rigida et entre 35-
40% chezUlva intestinalis (Peasura efal. 2015). Plus précisément, on distingue les
polysaccharides de réserve et les polysaccharatéstaux.

Les polysaccharides de réserve résultent de laogjathése et sont stockés dans les
vacuoles cellulaires. Chez les macroalgues vedesietrouve de I'amidon et du glucane
(polymeére de 1,4-R-glucose).

Les polysaccharides pariétaux constituent la pdesialgues (McNeil edl. 1984). lIs
se subdivisent en deux partiesles polysaccharides de la phase matriciebe les
polysaccharides de la phase fibrillairea phase fibrillaire est constituée de polysaddea
solubles enrobés de mucilage (Kloareculetl988). Chez les macroalgues vertes, la phase
fibrillaire est constituée de cellulose (polymeére ¢iL,4)B-glucopyranose), de xylanes
(polymeéres linéaires composés fi€1,4)o-xylose) et de mannanes (polyméres linéaires
composeés dp-(1,4)o-mannose.). La phase matricielle est constituée diucilage contenant
de l'eau, des protéines et des polysaccharidesohglibles. Chez les macroalgues vertes du
genreUlva, on retrouve lesilvanes Ces ulvanes sont composés de rhamnose (16-45%),
d’acides iduronique et glucuronique (6-20%), deoggl (2-13%) et de glucose (0,5-9%)
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(Lahaye etal. 1996). L'unité disaccharidique répétée majoritaies ulvanes est de type acide
ulvanobiuronique 3-sulfaté contenant soit de I'ecglucuronique (type A), soit de I'acide
iduronique (type B) comme représefiggure 9

(a) B-(1.4)
Acide o1 B-(1,4)

glucuronique H.C /J COzH Hae )
”/\T/O “\7\() ()/\I/U o o
Ho HO \/

OH 0; SO OH OH 0450

HO4C .
2 Acide iduronique

(b) _

Xvlose O Xvylose-2-O-sulfate o
B J Hyc A
T ~_—0 — T =0
o 0 o 0 0.
HO. Ho

OH 0350 OH ()S()a- 0; SO OH
n

Figure 9 : (a) Unités répétitives majoritaires demnes {>4)-3-b-GlcAp-(1,4)-0-L.-Rhg3S-(1—]n et [-4)-a-L-ldoAp-(1,4)-
a-L-Rhg3S-(1-]n, (b) Variation de structure de 'unité disacchayict (ulvanobiose-3-sulfate de type A et ulvanobis3-
disulfate de type B) (Adrien al. 2017)

c. Lipides et acides gras

Les macroalgues sont riches en acides gras polyndésatels que les acides oméga 3 et
oméga 6. Le contenu en acides gras est trés {8ilgldg') chezUIva sp. D’apres la littérature,
le contenu total en lipides chBiva rigida varie selon les études, allant de 0,79 a 12% ¢lvan
etal. 2013; Faller et al. 2011). Les taux d’acides gras saturés ¢hliga varient de 32 % a 47%.
Dans la plupart des cas, on y retrouve en majdetdacide palmitique (C16:0de I'acide
béhénique (C22:0) et de l'acide stéarique (C1&0).retrouve aussi des acides gras mono-
insaturés tels quéacide oléique (C18:1) et I'acide palmitoléique 1&1) (Kim. 1996).
Cependant, cette teneur en acides gras variesalssil’espéece, I'habitat, la lumiére, la salinite,
la pollution et les conditions environnementaldlen{ir etal. 2015).

d. Vitamines et sels minéraux

Les macroalguedlva sp. contiennent des vitamines du groupe B (BleB212) (Hamed
etal. 2015). Néanmoins, la vitamine A est la plus abatelebien que la vitamine E, la vitamine
B et la vitamine C soient présentes en grandestig¢gmggalement (Taboadaadt 2010). Ces
macroalgues sont aussi trés riches en minérauntesdseet en oligo-éléments tels que le
calcium, le sodium, le potassium et le magnésiuamn{ed etl. 2015). Par exemple, la teneur
en cendre chedlva rigida varie entre 11 et 35% en fonction des études\iketal. 2015). Au
cours du temps, les macroalgues se sont adapthi#iérants environnements plus ou moins
rudes en produisant des composeés et des métatsaitendaires pour leur défense chimique.
Ces composés sont utilisé dans des domaines dapphs variable grace a leur intérét
nutritionnel valorisable.
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II.1.3 Enjeux €conomiques et applications biologiques

1.1.3.1 Production d’alques dans le monde eEFeance

La production mondiale de macroalgues marines s’éléve a prés de 30 millions de tonnes
en 2016 (CEVA. (2016). Acces. www.ceva-algues.com/secteurs-dactivite/aquaculture-
sourcing-culture-en-mer-a-terre/2016) et cette production ne cesse d’augmenter. Les
macroalgues marines vont étre cultivées a travers le monde suivant différentes techniques
(milieu ouvert ou fermé, sporulation contrélée, culture sur filiere, sur radeau, ou au sol)
(Mesnildrey et al. 2012). Les macroalgues marines retrouvées sur le marché mondial
proviennent de culture en milieu ouvert ou fermé mais aussi de récolte sur les estrans
(macroalgues marines sauvages). Les principaux producteurs sont la Chine, I’Indonésie et les
Philippines qui comptabilisent a eux seuls environ 90% de la production mondiale (figure 10).

0.9 05-05 0.2
b = A0

—

= Chine

= Indonésie

= Philippines
Corée

= Japon

= Chili

= Malaisie

= Norvege

= Zanzibar

= France

= Jrelande

Figure 10 : Principaux producteurs de macroalgues FAO- Fisheries and Aquaculture statistics 2016 (Données 2014)

La France, elle, est le dixieme producteur mondial et le deuxiéme pays producteur
d'algues a I'échelle européenne. Dans les pays occidentaux, la production d’algues en Europe
en 2013 était de 350 000 tonnes (Maguire. 2015). La quasi-totalité vont étre produit a partir de
la cueillette d’algues sauvages et la culture dans des fermes aquacoles frangaises est estimée a
50 tonnes avec essentiellement deux algues : Undaria pinnatifida et Saccharina latissima
(Mesnildrey et al. 2012). Une étude menée par Reydet et al (2011) a permis d’estimer la
proportion de récoltant a pieds : 50 récoltants professionnels et 500 récoltants occasionnels.
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En France, il existe quelques sites de culture situés majoritairement en Bretagne mais
aussi en Charente-Maritime (Algorythme sur I’ile de Ré et la Ferme aquacole du Douhet sur
I’ile d’Oléron). Cette production va considérablement augmenter dans les futurs années, grace
au lancement de plusieurs entreprises dans I’algoculture. Actuellement, en France, treize
especes sont autorisées par les autorités sanitaires pour la consommation : Ascophyllum
nodosum, Chondrus crispus, Fucus vesiculosus et serratus, Gracilaria verrucosa, Himanthalia
elongata, Lithothamne, Laminaria digitata, Saccharina latissima et japonica, Undaria
pinnatifida, Palmaria palmata, Porphyra sp., Ulva sp., Enteromorpha sp.

A T’échelle mondiale, les macroalgues sont principalement utilisées comme légumes,
c’est-a-dire directement, sans transformation, lors d’un repas (figure 11.4). Par opposition, en
Europe, la tendance est différente, puisque 94% des algues francaises sont utilisées et
transformées pour l'agro-alimentaire (figure 11.B). Elles vont étre utilisés dans I’industrie agro-
alimentaire, la chimie et la microbiologie. A mesure que leur culture et leurs utilisations
augmentent, leur valeur sur le marché augmente également. On estime qu'en 2024, cette valeur
dépassera le double de celle atteinte en 2017, atteignant 9,25 milliards d’euros (Leandro et al.
2020).

A. Autres
3%

Texturants ‘ ‘

Légumes

Utilisation a 1'échelle mondiale
CEVA, 2016

Autres Légumes
5% 1%

Texturants ‘y

94%

Utilisation a I'échelle européenne
CEV4, 2016

Figure 11 : Les principaux domaines d utilisation a I’échelle mondiale (A) et européenne (B) (légumes, texturants, autres
(cosmétique, agriculture, ...)) des macroalgues marines (culture et récolte). (https://www.ceva-algues.com/secteurs-
dactivite/aquaculture-sourcing-culture-en-mer-a-terre/2016)

32



Etude Bibliographique

11.1.3.2 Principales utilisations des macroalguearines

De nombreuses propriétés sont appliqguées aux nigaesaet ceux grace a leur richesse
moléculaire. Actuellement, les macroalgues peuédr#t considérées comme une ressource
alternative pour une biomasse durable et rentablévées relativement rapidement et a grande
échelle) destinée a de nombreuses applicationslidation de macroalgues a suscité une
attention grandissante ces dernieres années, netaingiens les domaines de l'alimentation, de
la médecine, des cosmeétiques, de I'aquaculture #iafticulture.

e Nutrition Humaine et industries agro-alimentaires :

Les macroalgues marines sont utilisées directew@nime source d’alimentation par de
nombreuses pays et notamment par les populatiorigass (Geérard. 2016). Cette
consommation semble prendre de plus en plus d’ampkns les pays occidentaux en raison
de leur intérét nutritionnel dans le cadre d’'unmahtation saine et biologique (Chouikhigét
2013). On retrouve de tres nombreuses gammes deifg@limentaires a base d’algues, en
particulier dans les magasins biologiques. Il essjble de citer des marques tels que Bord-a-
bord®, Marino€ ou encore depuis I'été 2018 la marque BJORGe tableau 2 présente
différentes macroalgues comestiblggouvant étre achetées dans les supermarchésosmes f
de feuilles seched@bleau 2. Ces macroalgues vont posséder des intérétsatifeet vont
étre consommées sous différentes formes. Les nigoesasont aussi utilisées de facon
indirecte dans l'industrie alimentaire. On les @atre en tant qu'agent de texture dans
l'industrie des phycocolloides grace a leurs pegps rhéologiques (épaississant, stabilisant,
gélifiant, etc.) (Leandro etl. 2020). Les phycocolloides tels que I'agar-agarcégraghénanes
et les acides alginigues sont largement utiliséss dalusieurs industries alimentaires. lls
posseédent des propriétés gélifiantes, épaississainseabilisantes utilisées principalement dans
les produits laitiers ou a base de viartlfereprésentent prés de 40% des colloides produits
dans le monde, soit un marché de pres de 585 nslti@ dollars (Vauchel. 2007).
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Tableau 2: Les macroalgues comestibles au seifUtéoin Européenne et leurs principales utilisatigiapres Tremblin.

Espéces

Chondrus crispus

Palmaria palmata

Porphyrasp.

Gracilaria
verrucosa

Lithothamnium
calcareum

Himanthalia
elongata

Undaria pinnatifida

Laminariasp.

Fucus vesiculosus

Ascophyllum
nodosum

Noms Communs

Lichen de mer,
Mousse d’Irlande

Dulse

Porphyre,
Laitue pourpre,

Nori

Ogonori

Maerl

Haricote ou
spaghetti de mer

Wakamé

Laminaire sucrée,
Kombu,

Kombu royal

Varech vésiculeux

Goémon noir

Aonori,
Cheveux de mer,

Nori vert

Laitue de mer

2016)

Classe

Rhodophycées

Rhodophycées

Rhodophycées

Rhodophycées

Rhodophycées

Phéophycées

Phéophycées

Phéophycées

Phéophycées

Phéophycées

Chlorophycées

Chlorophycées

Intéréts
Gélifiant
(carraghénanes)
Riche en

magnésium

Riche en protéines
et en vitamines

Source d'agar

Complément
alimentaire riche en
carbonates et en
minéraux

Riche en fibres et en
minéraux

Détoxifiant grace
aux alginates

Tres riche en iode

Riche en fibres et en
alginates

Riche en minéraux,
iode et en alginate

Riche en fer

Riche en vitamine

Consommation

Extrait aux
propriétés
gélifiantes

En salade crue ou
cuite

Sous forme de maki

Extrait aux
propriétés
gélifiantes

En gélules

Cuite comme un
[égume

Crue en salade ou
cuite dans les
soupes

Elément de base de
soupe japonaise.
Extrait aux
propriétés
gélifiantes
Légume mais

surtout farine pour
le bétail

Légume mais
surtout farine pour
le bétail

Hachée pour
parfumer salades ou
omelettes

C sdade
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L'industrie cosmétique a un chiffre d'affaires aglmestimé a 170 milliards de dollars
US (Arora et al. 2012). Différentes projections montrent que l'indust@smétique continuera
a se développer dans de nombreux pays occidentauxdes domaines d’intérét est une plus
grande utilisation d’ingrédients naturedés écologiquement durables pour répondre aux
demandes des clients. Les macroalgues vont doma@texcellent ingrédient bioactif pour la
préparation de produits cosmétiques. Des extraithi@croalgues sont déja commercialisés et
présentent des activités dermo-cosmétiques vaffi§ese 12).

Anti-age

\

Un extrait d’4laria
esculenta diminue la
quantité de progérine,
protéine déclenchant la
sénescence fibroblastique
(Verdy et al, 2011).

Joe etal. (2006) ont
identifi¢ 15 extraits aqueux
d'algues susceptibles
d'inhiber AP-1 et donc la
MMP-1. responsable de la
dégradation du collagéne,
tout comme un extrait de
Sargassum Horneri
(Gomez et al. 2009).

Anti-tache Anti-bactérien Agent hydratant Photoprotection
: Les polysaccharides provenant de
La Roumitins: e Des caroténoides de Fucus vesiculosus et Turbinaria

Laminaria japonica
supprime la mélanogenese
chez des souris (Thomas et al
2013).

Un extrait d'Undaria
pinnatifida est commercialisé
sur le nom de Wakamine
XP® en tant qu'agent
blanchissant.

Des extraits d’Hizikia
Fusiforme sous le nom
« Hijiki Extract » comme
agent blanchissant.

macroalgues ont la capacité
de tuer les champignons
et les mauvaises
bactéries, en maintenant la
flore cutanée en équilibre
(Vilchez et al. 2011)

Des extraits méthanoliques
Rhodomela confervoides
(algue rouge) et Padina
pavonica (algue brune) ont
montré des propriétés
antifongiques (Saidani et
al, 2012).

Des polysaccharides
extraits de Saccharina
japonica donnent de
meilleurs résultats en
termes d'hydratation que
I'AH (Wang et al, 2013).

«Gracilaria Hydrogel »,
estun extrait provenant de
Gracilaria conferta, connu
pour ses propriétés
nourrissante et
revitalisante.

conoides, possedent des propriétés
antioxydantes (Jea et al, 2009).

Porphyraumbilicalis contient de
grandes quantités d"acides aminés de
type mycosporine capables d’agir ainsi
comme écran solaire (Shick et al,
2002)

Des extraits d’ Undaria pinnatifida
commercialisés sur le nom
(’EPHEMER™ comme agent
antioxydant. « AT UV PROTECTOR
P » estun extrait de Porphyratenera,
possedant des proprictés de
photoprotection.

Le fucoidane semble aussi inhiber I'expression de la MMP-1 par la suppression de la Kinase régulée par signal extracellulaire (ERK) (Thomas et al. 2013). Les travaux
d’Adrien et al. 2017 ont permis d'identifier un extrait d’ulvanes de bas poids moléculaire augmentant la synthése d’acide hyaluronique et de collagene chez des

fibroblastes dermique humains.

Figure 12: Exemple de différentes activités cosmétiques (anti-dge, anti-tdche, anti-bactérien, hydratation ou photoprotection)

retrouvées chez les macroalgues marines
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On retrouve des extraits de macroalgues marines das produits cosmétiques plus
atypiques comme XYLISHINE un extrait dePelvetia canaliculata aux propriétés
nourrissantes pour les cheveuxou encore Akomarind=ucus, une formulation cosmétique
anticellulite et amincissante.

« Application pharmaceutigue et nutraceutique :

Les marchés des produits pharmaceutiques et nutigwes sont en pleine croissance et
attirent particulierement les consommateurs. Uneat paoissante de la recherche
pharmaceutique et nutraceutique se concentre guiothuction de composés bioactifs a partir
de macroalguedigure 13.

Extraits

d’algues

Protéines Protéines

. *  Protéines *  Protéines *  Caroténoides *  Polysaccharides
Polysaccharides *  Diterpénes * MAAs *+  Caroténoides *  Polyphénols *  Protéines
Polyphénols ¢ Polyphénols *  Polyphénols *  Polysaccharides + Polysaccharides ~ *  Pigments
Pigments *  Polysaccharides +  Polysaccharides  +  Stérols- Fuco stérols
AG polyinsaturés *  Caroténoides * AGpolyinsaturés +  Polyphénols
*  Caroténoides +  Dérivées de porphyrine

Figure 13 : Différentes activités biologiques (anti-bactérien, antivirale, antioxydant, anti-inflammatoire, anti-cancéreux et
anti-coagulant) connues et démontrés dans la littérature chez les macroalgues marines.

Les macroalgues marines possedent donc un nominsdéoable de bioactivité déja
connue fableau 3. On retrouve des activités antioxydantes, ardieir antitumorale, anti-
inflammatoire, ou anti-coagulante.

e Environnement :

- Nutrition animale et santé végétale :

Les macroalgues ont plusieurs utilisations en pidtire et gagnent du terrain en tant que
systemes d'aquaculture intégiésargo et al. 2016). Les fermes d’algues marines agissent
comme des puits de nutriments et augmentent lauptivité primaire, agissent comme habitat
pour certains poissons et crusta¢Bsck. 2017). Les macroalgues vont aussi posséder de
nombreux avantages pour des applications dansrneide agricole (Chouikhi. 2013). Par
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exempleFucus vesiculosygeut étre utilisé en tant qu’additifs alimentajteansformées sous
forme de farines mélangées a la nourriture, pauslqualités digestives (Arzel. 1987).

Tableau 3 : Exemple d’activités biologiques (angiante, antivirale, antitumorale, anti-inflammajranti-coagulant) de
macroalgues marines (rouge, brune et verte).

Activité antioxydante

. Extrait méthanolique,
Sargassum siliquastrum . P
composés phénolique

Fucus vesiculosus Composés phénoliques

Hydrolysats enzymatiques
(protéases et glucosidases)

Composés phénolique et
fucoxanthin:

Undaria pinnatifida

Alaria crassifolia

Cystoseira compressa Polysaccharides

Fractions lipidiques
Fractions lipidiques

Solieria chordalis
Sargassum muticum

Polysaccharides sulfatés

Undaria pinnatifida (galactofurane)

Polysaccharides sulfatés
Macroalgue rouge (carraghénane)
Ecklonia cava, Ishige

okamurae, Sargassum Extraits méthanoliques

confusur
Bryopsissp. Peptides
Adenocystis utricularis,
Acides gras

Curdiea racovitzae,
Georgiella confluer

Sargassum coreanum Polysaccharides

Sargassum polycystum Fucoidanes

Laminaria japonica Phlorotannins

Protection des globules rouges contre I'hémolypeissante

Diminution de I'activité des radicaux DPPH et dadicaux

inhibition de la peroxydation lipidique du cervedairat (Lim etal. 2002)

Activité antioxydante sur des macrophages RAW 264.7
activé:

(Zaragozé eal. 2008)

hydroxyles (Je etal. 2009)
Diminution de I'activité des radicaux DPPH et ABTS (Airanthi etal. 2011)

Chélation des ions ferreux, red_uctlon des ionsdees et (Hentati etal. 2018)
piégeage des radicaux DPPH
Diminution de I'activité des radicaux DPPH

Diminution de I'activité desdicaux DPPH

(Terme efal. 2018)
(Terme efal. 2018)

Activité antivirale
Inhibition de la liaison virale et de I'entrée démsellule
hote

(Thompson eal. 2004)

Gel microbicide vaginal. Inhibiteur non nucléosigkade la (Spieler. 2002)
transcriptase inverse (INNTI) MIV-150 (PC-817). e

Inhibe I'activité de tramsfation en 3 'du VIH-1-intégrase (Ahn etal. 2002)

Activité antitumorale
Inhibition de croissance et de multiplication cklite sur les
cellules P-388 et les cellules A549 du cancer dinpm
humair

(Ma etal. 2006)

Inhibition de la croissance des cellules cancéeEeF-7 et (Pacheco eal. 2018)

MDA-MB-231

Induit apoptose chez des cellule8Hleucémie) (Ko etal. 2013)

Effet anti-prolifératif de la lignée MCF-7 (canahu sein) (Palanisamy edl. 2017)

Effet anti-prolifératif de la lignée BEL- 7420
(hépatocarcinome)

(Yang etal. 2010)

Activité anti-inflammatoire

Gracilaria verrucosa Acides gras

Eisenia bicyclis Phlorotannins

Saccharina japonica Dérivés de porphyrine

Codium fragile, Sargassum

horneri Polysaccharide

E. menziesii , U.
neumatoidea , P. perforant

Fucus vesiculosus
Laminaria digitata , Fucus

Extraits méthanoliques

Fucoidanes

vesiculosus, Chondrus .
crispus sulfatés

. Ulvanes chimiquement
Ulva rigida 9
sulfatés

Gracilaria corticata Extraits méthanoliques

Fractions polysaccharidiqgues Capacité anticoagulante APTT significative, seuleniefois

Inhibe la production de médiateurs inflammatoines e
régulant a la baisse l'activité NdB et STAT1 chez des
RAW 264.7

(Lee etal. 2009)
Inhibe I'expression de la NO synthase et de la COX- (Jung efl. 2013)

Inhibe la production de médiateurs inflammatoines e
régulant a la baisse l'activité NiB

(Islam etal. 2013)

Activité anti-coagulant
Temps de thromboplastine partietieée élevé (APTT) (Athukorala etal. 2007)
Indice APTT et indice PT elevés. (Guerra-Rivas edl. 2011)
Forte activité antithrombine (Cumashi etl. 2007)
inférieure a celle de Lovenox® (Adrien etal. 2017)

Temps de prothrombine, thrombine et I’APTT élevés. (Adrien etal. 2019)

Autres activités

Augmentation de la perte pré-implantatoire chezrdes (Ratnasooriya ail. 1994)

femelles du jour 1 au jour 7 de la gestation
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Elles peuvent aussi stimuler le systeme immunitde@ecertains animaux. Dans le cadre
d’'un partenariat de recherches entre le groupe XO#FINRA, un extrait de polysaccharide
sulfatés provenant dlva armoricanaa été étudién vitro pour tester sa capacité a inhiber la
croissance des bactéries pathogenes isolées daxid'@evage et stimuler la production de
médiateurs de I'immunité dans un systémeitro de cellules épithéliales intestinales porcines
(Berri etal. 2017).

Les macroalgues peuvent aussi jouer un rble dasthenhaine de la santé végétale. En effet,
elles peuvent étre utilisées directement en épangagr apporter des sels minéraux (Perez.
1997) et jouer le réle de bioengrais en permetanhaintenir I'eau dans le sol et de I'enrichir
le sol en minéraux (Cu, Co, Zn, Mn, Fe, N). En fossant ces éléments essentiels, les
épandages de macroalgues améliorent la germirgttenrgmentent les rendements en assurant,
en outre, une défense contre des gastéropodez (R88Y).

- Biocarburant :

La production d'énergie a partir de macroalgue paetclassée en deux catégories en
fonction de la nécessité de sécher la biomasset avamsformation. La production de
biocarburants a partir de biomasse d'algues sécipigjue soit une combustion directe, une
pyrolyse, une gazéification ou une transestérificafMilledge etal. 2014). Les biocarburants
algaux présentent des avantages par rapport alireats d'origine terrestre, tels qu'un
contenu énergétique supérieur et une croissanddgerfyanagisawa el. 2013), mais aussi
peu de concurrence avec l'utilisation des terresalgs destinées a I'alimentation.

- Bioremédiation :

Les macroalgues peuvent étre utilisées comme aderii®restauration pour traiter les
eaux usées. Elles possedent la capacité d'accuetdétiminer les composés toxiques tels que
les métaux lourds et méme les agents pathogenes deluvent étre utilisé au sein d’un procédé
de lagunage, participant a un processus de biodigipa (Cohen etl. 1991). Ce traitement
biologique est donc une nouvelle application tré®ressante, déja utilisé dans certaines
stations d’épurations.

Les macroalgues peuvent étre aussi utilisées emu@nbioindicateurs de la qualité du
milieu. En effet, elles peuvent accumuler des ca®pdoxiques tels que les métaux lourds
(Melville et al. 2007). Leurs compositions chimiques peuvent dowoenir des informations
sur les sources de pollution et leurs niveaux. td&gasUlva rigida qui possede de fortes
capacités de bioaccumulation des métaux lourds ul{iBmari etal. 2008). Comme vu
précédemment les macroalgues sont utilisées damoméreuses applications, allant de la
santé a 'agriculture.
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1.2 Axe Dermocosmeétique Ulva, remede anti-
age et anti-tache

La peau forme une barriére physique contre lessagnes extérieures. Elle protege les
organes des agents infectieux, des chocs, desgaabaires et des substances toxiques. La
peau est le plus grand organe du corps humaingseptant 1,2 a 2,3 m2 pour environ 5 kg
(Mélissopoulos. 2012). La peau est un organe pevtiada diffusion d’'une substance a travers
celle-ci peut donc étre simple (la substance ptemge seule pour équilibrer sa concentration
de part et d’autre), facilitée par des enzymesaaiivée par des pompes spécifiques (comme
la pompe sodium-potassium). Elle permet égaleméatganisme d’avoir une sensibilité a la
pression, a la chaleur et a la douleur (Mélissommul2012). La peau est en
perpétuel renouvellement et sa connaissance esbiliale pour une action cosmétique.

11.2.1 Histologie

La peau est composée deatre couchesportant des caractéristiques particuliéres
(Démarchez. 2015). De la surface vers la profondauretrouve, de la couche externe a la
couche interne I'épiderme, la jonction dermo-épidermique, le derme et 'hypoderme
(figure 14.

- Epiderme

L. Derme

~ Hypoderme

Figure 14: Tranche verticale définissant les difi#tes couches constituant la peau (Delalleau. 2007)

39



Etude Bibliographique

1.2.1.1 L’épiderme

L’épiderme est un épithélium de revétement. Ceatiecloe est non vascularisée mais
innervée. En moyenne, I'épaisseur est de 0,1 mm.

Les kératinocytes représentent la population cellulaire majoritaite I'épiderme
(85%), les 15% restant se répartissant entre legsatypes cellulaires, en particulier les
mélanocytes (responsables de la couleur de la mtde3 cellules de Langerhans (qui jouent
un réle dans les mécanismes immunitaires). Lestikérytes vont se multiplier et se
différencier tout au long de I'épiderme afin de eleiv des cornéocytes . Les kératinocytes ont
trois fonctions : la cohésion de I'épiderme, ladibon de barriere entre les milieux extérieur et
intérieur et la protection contre les rayons lurniéDémarchez. 2015).

L'épiderme est organisén quatre couchegfigure 15 . Ces couches sont constituées
de kératinocytes et sont empilées les unes sautess qui sont de bas en hawtdache basale
la couche épineusela couche granuleuseet lacouche cornée(Démarchez2015; Fuchs.

2008).

I B
[ —— ornéodesmosome
SoEhEomEe ® = - - _ﬁ-£

=

-

couche —( =ML > P i grain
granuleuse T = - - T de kératohyaline
desmosomes

couche spineuse

hémidesmosome

couche basale

membrane basale ——

cellule cellule mélanocyte
de Merkel de Langerhans

Figure 15 : Représentation des différentes couchestituant I'épiderme. On retrouve la couche cerrié couche
granuleuse, la couche spineuse, la couche basddenee¢mbrane basale (biologiedelapeau.fr)

Au sein de I'épiderme, on retrouve autes mélanocytesCes cellules étoilées dites
« dendritiqgues » vont s’intercaler entre les kéatytes des couches basales et épineuses
(Gillbro etal. 2011). Autre type cellulaire retrouvé dans I'épide, il existeles cellules de
Langerhans Elles possédent un corps cellulaire dendritigueessont des cellules dites
« mobiles » qui vont pouvoir se déplacer dans lende Ces cellules de Langerhans sont

40



Etude Bibliographique

capables d’orienter la réponse immunitaire (Prgsiscioni etal. 2006). En effet, elles vont
présenter les antigénes détectés aux lymphocytes T.

On rencontre égalemelds cellules de Merkel de facon irréguliére, dans la couche
basale. Les cellules de Merkel sont des cellulessitees, qui enregistrent les stimuli
vibratoires du toucher gu’elles transmettent auxieaisons nerveuses (Van Keymeulealet
2009).

1.2.1.2 La jonction dermo-épidermique

Synthétisée par les kératinocytes et les fibrobtagtermique, la jonction dermo-
épidermique sépare le derme de I'épiderme. Ellanperde fournir une résistance aux
contraintes externes mais aussi un support méocapiour I'adhésion de I'épiderme au derme.

Il est possible de distinguer quatre zones allartépiderme au dermea imembrane
plasmique représentant la couche basale de I'épidetenégmina lucida traversée par des
filaments d’ancrage riches en laminin@, lamina densamajoritairement constituée de
collagéne de type IV mais également de laminineegirotéoglycanes & zone fibrillaire
comprenant des fibres d’ancrages. Les fibres dagcsont constituées de collagéne de type
VIl et permettent I'ancrage au derme. La joncti@enndo-épidermique joue un rble de barriere
sélective permettant le contrble des échanges milaiées et cellulaires entre les deux
compartiments et possédant un réle fondamental ldagisatrisation cutanée (Mélissopoulos.
2012).

1.2.1.3 Le derme

Le derme est constitué d’un tissu conjonctif soaeéépiderme. Il se compose d’une
matrice extracellulaire abondante et dense, delllbstes et de cellules sanguines auxquelles
sont associés des fibres de collagene, de rétecetinl’élastine formant un ensemble compact
(Prost-squarcioni etl. 2008). Ledibroblastessont les cellules les plus abondantes du derme.
Il est également constitué deellules dendritiques dermiques de mastocytes et de
macrophages

Les fibroblastes cellules fusiformedournissent la structure de base du derfigeire
16). La fonction principale des fibroblastes dstproduire ou de dégrader les composants
de la matrice extracellulaire (Pesteil etl. 2017). lls sécrétent du collagene, de I'élastilee,
la fibrilline mais aussi des facteurs de croissatoges enzymes, dont des collagénases et des
inhibiteurs de protéases matricielles, permettanti@grader la matrice extracellulaire (Pesteil
etal. 2017). Les fibroblastes sont donc acteurs duuegltement et de la réorganisation de la
matrice extracellulaire. Les fibroblastes cooperavec les kératinocytes pour organiser la
jonction dermo-épidermique et jouent un role magans les interactions dermo-épidermique
(Marionnet etl. 2006).
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Figure 16 : Photographie microscopique de fibroléssdermiques humains (Tsnena (2007)).

Les macrophagessont des cellules mobiles possédant un réle dendéflors de
I'intrusion d’un corps étranger dans la peau. Hsusent des fonctions de phagocytose et de
présentation de I'antigene. lls synthétisent us gmand nombre d’enzymes et sont capables de
sécréter diverses cytokines inflammatoires. P&, ils interviennent dans les phénomeénes
de réparation et de cicatrisation (Prost-squaraoail. 2008).

Les cellules dermiques dendritiqueforment, grace a leurs dendrites, un vaste réseau
aux mailles trés serrées. Elles vont pouvoir capties antigénes et migrer vers les ganglions
lymphatiques afin de présenter I'antigene aux lyogytes T et B (Bouloc. 2001).

Les mastocytessont des cellules granuleuses. Connues pour I&er dans le
déclenchement des urticaires, elles sont capal#@esighaler un danger par la libération
d’histamine. Ces différents types cellulaires vévibluer dans un réseau complexe et organisé
appelé 4a matrice extracellulaire ». La grande diversité de la matrice extracelielast liee
au grand nombre de molécules qui la composentm@aesomolécules peuvent se regrouper en
trois grands types (Ruggieroadt 2005) :

- desprotéines fibreusegres volumineusesles collagene®t|'élastine

- desglycoprotéinestelles que la fibronectine ou la laminine qui jouen réle dans
l'adhésion cellulaire ;

- des glycosaminoglycanesonstituant un gel hydraté de remplissage de lasiceaen
piégeant de I'eau, par exemplacide hyaluronigue.

Lesfibres de collagénesont les protéines les plus abondantes du regmabiCe sont des
protéines fibreuses insolubles. Le collagéne a#hgyisé par différents types cellulaires dont
les fibroblastes du derme. Il existe une douzameallagenes : I, II, I, IV, V, VI, VII...
(Malhotra etal. 2015). Ces collagénes sont regroupés en segioceae. Le collagéne dgpe
| représente 60 a 80% des collagenes du derme létydederme, le collagéne dgpe Il
compte pour 15 a 25% et le collagenetgee V pour 2 & 5%. Le collagéne est d’abord
synthétisé sous forme geocollagéne ce dernier étant ensuite transporté dans leutétn
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endoplasmique ou il subit des modifications pouturea en différents types de collagene
(Ricard-Blum etal. 2005).
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Figure 17 : Liaisons hydrogéne (lignes pointillées}re les trois chaines polypeptidiques, compodéerotif Pro-Pro-Gly,
d’'une triple hélice de collagénéhnttp://iramis.cea.fr)

Ces différentes modifications permettent d’aboutiu tropocollagene Cette
glycoprotéine est formée de trois chaines polydaptes appelées « chaines (Ricard-Blum
etal. 2005). Cette triple hélice mesure 300 nm de lamd S nm de diamétre, porte des résidus
glucidiqgues (glucose, galactose), et est supert@@suen hélice droite. Chaque chaine
polypeptidique est constituée d’environ 1000 acigeénés formant une séquence répétitive
Gly-X-Y, ou X, représentant la proline et Y I'hydwgproline, un acide aminé caractéristique
du collagenef{gure 17). L'enroulement des trois chainesst assuré par des liaisons hydrogene
entre la glycine et I'hydroxyproline (Mouw &t 2014) f{igure 18.
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Initiation de la formation de
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3 Procollageéne

l Des enzymes clivent les

Collage
AIREENS propeptides terminales

Figure 18: Description des différentes étapesadfotmation des fibres de collagéne (Mouw et al.f01

La deuxieme catégorie de protéines fibreuses ret@dans le derme est I'élastine. Les
fibres élastigues sont constituées d’élastine associée a des élemmantrofibrillaires
(Hornebeck eal. 2009). Il en existe trois sortekes fibres oxytalanedocalisées dans le derme
formant un réseau perpendiculaire a la jonctiomdeépidermiqueles fibres d’élaunine des
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fibres élastiques immatures, eslfibres élastiques maturesonstituées de fibrilline-1 et d’'un
composé amorphe additionnel, I'élastine. L'élastiarfere élasticité et résilience permettant a
la peau de reprendre sa position d’origine.

Ces protéines fibreuses (collagene et élastingnbai dans une matrice incolore,
transparente, visqueuse, et essentiellement todstide mucopolysaccharides acides, en
particulier d’acide hyaluronique, de glycoprotéineseau et des protéoglycanéBrost-
squarcioni et al. 2008). Les glycosaminoglycanes (GAGEt les core-protéines associés
formant des protéoglycanes, responsables du maidéd’hydratation de cette matrice sont
synthétisés par les fibroblastes.

Les glycoaminoglycanes (GAG)se caractérisent par des polysaccharides complexes
linéaires et ramifiés. On retrouve une structunammaine, basée sur une unité disaccharidique
répétée comprenant une hexosaminea¢étyl-glucosamine omacétyl-galactosamine) et un
acide uronique (acide-glucuronique ou acideiduronique) ou un sucre neuieaylor et al.
2011). On peut définir six types de glycosaminoglycamegroupés en deux familles : les
glucosaminoglycanes et les galactosaminoglycaaétegu 4.

Tableau 4 : Principaux glucosaminoglycanes et galactosaminoglycanes retrouvés dans le derme (acide hyaluronique,
héparane sulfate, sulfate de chondroitine et sulfate dermatane).

GAG Sous famille Unité disaccharidique Structure
OH OH
o
. . _ . . . ]l o (o]
Acide hyaluronique glucosaminoglycanes Acideglucuroniquen-acétylglucosamine ao HOO ks
OH NH
O)\ n

acétylglucosamine

a
o
. . Acide glucuronique et acide uronique, h
Héparane sulfate glucosaminoglycanes 9 q q Ry = R Y

Sulfate de w00 %{

) ) ) A ’ o
chondroitine galactosaminoglycanes Acideglucuroniquepn-acétylgalactosamine M
.
H
0=5=0
? OH
Sulfate de dermatane  galactosaminoglycanes Acideduronique N-acétylgalactosamine \P o] K/O

%B%A»WO\

OH NH

0~ "OH 0)\\

L’acide hyaluronique est une chaine linéaire non ramifiée composée dd'agi
glucuronique et de-acétylglucosamine. Son role principal est d’attdes molécules d'eau (1
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g d'acide hyaluronique peut retenir jusqu'a 6 aujeElle confére a la peau sa souplesse et son
élasticité. Environ 50% de I'acide hyaluronigqueatate I'organisme se trouve dans le derme
mais on retrouve également de I'acide hyaluronigyethétisé par les fibroblastes et les
kératinocytes dans I'épiderme. L’acide hyaluronicgs# couramment utilisé en médecine
esthétique et en cosmétique comme produit de canaviedes rides et d’hydratation.

Les protéoglycanessont des molécules constituées d’'une protéineléppe core
protein » sur laguelle des glycosaminoglycanes (Hi#S que I'acide hyaluronique, le sulfate
de chondroitine, ou I'hnéparane sulfate, sont gsgfféaylor etal. 2011). La diversité structurale
des protéoglycanes permet des interactions spéeffigvec d’autres composants matriciels ou
cellulaires. Les protéoglycanes régulent aussiatabreuses activités cellulaires tels que la
prolifération, la différenciation, et la migratiaellulaire. Lafigure 19 représente une vue
d’ensemble des différents composants (cellulairesaeromolécules) caractérisant le derme
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Figure 19 : Composants cellulaires et extracellulaire contenus dans une peau jeune. On retrouve, en fonction des différentes
couches, les fibres de collagene, les fibres d’élastines et les glycoaminoglycanes. Les composants cellulaires sont aussi
représentés, les kératinocytes et les fibroblastes. JDE : jonction dermique (Naylor et al. 2011)

1.2.1.4 L’hypoderme

L' hypoderme est la couche la plus profonde et la plus épaisséa peau. Elle est
majoritairement constituée d’adipocyteshypodermeest un tissu conjonctif lache contenant
un nombre important de protéoglycanes et de fideesollagene (Prost-squarcioni. 2006). La
fonction principale de I'hypoderme est énergétiquessure le stockage et la libération de
'énergie sous forme de lipides. Les adipocytedersio I'organisme des variations de
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température et forment une couche protectrice edes pressions auxquelles la peau est
soumise.

11.2.2 Le vieillissement cutané

Le vieillissement cutané est un processus biolagiguomplexe influencé par la
combinaison de facteurs endogénes ou intrinséggéaéfique, métabolisme cellulaire,
hormones et processus métabolique) et exogénestonseques (exposition chronique a la
lumiere, pollution, rayonnements ionisants, praglughimiques, toxines). Ces facteurs
conduisent simultanément a des altérations streltdsret physiologiques de chaque couche de
la peau, modifiant ainsi son apparence (Yaat.@007; Langton et al. 2010). Ce vieillissement
se caractérise par une perte d’élasticité desstisse modification de la texture de la peau, et
I'apparition d’anomalies superficielles (rides derfcement, pattes-d’oie, sillon naso-génien)
ainsi que de taches brunes.

Les phénomenes de vieillissement entrainent urinddek fonctions de défense, de
cicatrisation, de perception et de thermoréguladiwtissu cutané. Les manifestations cliniques
sont nombreuses et souvent inesthétiques.

11.2.2.1 Le vieillissement cutané extrinseque

Il existe de nombreux facteurs extrinseques erdardaile vieillissement cutané tels que
le photovieillissement, les molécules provenant thbac et d’autres addictions,
'environnement (pollution), la nutrition ou encdeestressfigure 20. De facon général, une
mauvaise hygiéne de vie peut impacter négativeraeaiccélérer le vieillissement cutanée
(rythme de vie, sommeil, alimentation, expositicmneenvironnement toxique).

Il en résulte une altération de ’ADN mais aussie uactivation d’enzymes, les
métalloprotéinases, capables de dégrader la magxtecellulaire (Jenkins. 2002). Le
vieillissement extrinsequese traduit par une dégénérescence des fibres ldgéate, une
augmentation des protéoglycanes et de I'acide hymilgue ayant leurs fonctions altérées, et
une accumulation anormale du tissu élastique appe&dastose igure 22.

L’élastose se traduit par une dégradation desdiBlastiques et une dérégulation de la
production d’élastine et de fibrine (Labat-Robédrale2000). Le facteur de transcription AP1
est suractive, en raison des UV, entrainant unmeantation des Métalloprotéases Matricielles
(MMPs). CesMMPs sont impliquées dans la dégradation de la matsitecellulaire.
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Photovieillissement

.

' o 2\

L’exposition au soleil induit des lésions au niveau des télomeéres. Les ROS produits stimulent I’activité des télomérases créant un
déséquilibre entre production et élimination de radicaux libres, favorisant le photovieillissement et la carcinogénése (Stoebrer et al.

2008). La peau perd son élasticité. La sécheresse cutanée, I’hyperpigmentation et les rides vont augmenter (Krutmann. 2011).

/

Tabac et autres
addictions h

b}

Les molécules de tabac vont entrainer une diminution en oxygene, interférant avec le renouvellement des cellules de la peau (Martins-
Green. 2014) . De plus, elles contribuent a la destruction des fibres de collagéne (Guichenez et @/. 2015). Dans les autres addictions

favorisant le vieillissement cutané, I’alcool et la drogue peuvent étre cités. En effet, I’alcool modifie le métabolisme des cellules et

augmente la production de radicaux libres (Lahmann et a/. 2001).

A

-
Environnement

La pollution est constitué d’oxydes d’azote, de monoxyde de carbone, d’hydrocarbures et de corps organiques volatils. Elle a différents
impacts sur la peau dépendant du polluant comme une diminution du pH de la peau, une perte d’hydratation, une induction des

phénomeénes inflammatoires et une modification des lipides (Lorette et a/. 2015, Valachi et a/. 2012). L’ozone cause également la

production de radicaux libres dans 1’épiderme et la diminution de la production des vitamines C et E,

««. Nutrition

Le vieillissement cutané est influencé par de nombreuses carences en nutriments ainsi que par une alimentation déséquilibrée
(Baudin. 2014). Les repas trop lourd, trop sucrés et trop salés entrainent une peau terne et fatiguée. Une consommation insuffisante

d’eau ou encore la ration calorique vont intervenir dans le vieillissement.

/ 4§ \

Stress 474

¢

\

Le stress est un processus généralement causé par des conditions socioprofessionnelles mais aussi personnelles, accentuant la formation
de rides, d’une perte d’éclat, d’'un manque de fermeté, et d’imperfections. On retrouve le stress chronique et le stress oxydatif. Cette

oxydation au sein de la cellule est causée par un excés de radicaux libres.

Figure 20 : Principaux facteurs impliqués dans le vieillissement cutané extrinséque. On retrouve le photovieillissement, le

tabac et autres substances addictives, |’environnement, la nutrition et le stress, constituants généraux de [’hygiéne de vie.

La dégradation des fibres de collagefigufe 21 et des autres composants de la matrice
extracellulaire est due principalement a quatre MMR collagénase MMP1, la gélatinase (92
kDa) MMP2, la gélatinase (72 kDa) MMP9 et la strtysme MMP3 (Kerkeli et al. 2003;
Birkedal-Hansen et al. 1993).

Collagéne

1 ¥

Fibres
€élastiques

Vieillissement extrinséque

Glycoaminoglycanes

i

.’:sfé

—————a
\

Dégradation des composants de
la matrice extracellulaire

Jeune peau

Figure 21: Remodelage de la MEC induit par le vieillissement extrinséque. (Naylor et al. 2011)
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11.2.2.2 Le vieillissement cutané intrinseque :

Le vieillissement intrinseque est le vieilissement qualifié de « naturel ».sC'an
phénomene qui touche tous les organes du c@rixso et al. 1998). Le vieillissement
intrinséque de la peau est caractérisé par unendiion de la production de collagéne et
d'élastine, un ralentissement du renouvellementceéiales cutanées et une fonte du tissu
graisseux. Le vieillissement est différent cheaqele individu. Certaines personnes vieillissent
plus vite que d'autres car chaque individu réatfér@mment au phénomeéne du vieillissement
de la peau (Naylor @f. 2011). Les causes majeures du vieillissemenhsggue sont : le stress
oxydant et les variations de l'activit¢é hormonafeais aussi la prolifération cellulaire
engendrant le raccourcissement des telomémsd 229.

Causes du.we‘llllssement :> [ Stress oxydatif ] Variations hormonales
intrinseque

ROS : ;
| cestrogéne/testostérone
@ | mélatonine
| cortisol

| insuline

Cassure/mutation genetique l hormones de croissances

Inactivation d’enzymes
Oxydation des sucres
Peroxydation des lipides

x / | synthése du collagene et de
I’acide hyaluronique

{ Raccourcissement des télomeéres ] <3

. . 1 croissance des follicules pileux
Sénescence cellulaire
| épaisseur de la peau | hydratation cutanée | cicatrisation
| vascularisation 1 poils disgracieux

Figure 22 : Les principales causes du vieillissement cutané intrinséque (stress oxydatifs et variantions hormonales) et leurs
conséquences au sein de |'organisme

Les principaux effets du vieillissement intrinsegue les principaux composants du derme
sont les suivantdigure 23 :

une atrophie du collagene de types | et Il duer@dluction du nombre de fibroblastes.
- la diminution des fibres élastiques.

- la fragmentation/dégradation des GAGs.

« la diminution de la capacité de I'acide hyaluromcuretenir ’humidité au sein de la
peau.
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- la diminution des follicules pileux et des glandemexes engendrant la détérioration
du film hydrolipidique protecteur de la peau parréauction de la sudation et de
I'hydratation cutanée (Jenkins. 2002).

Fibres sy s u o
Gollane Slastiques  Glycoaminogtycanes Vieillissement intrinseque
LT ,-‘.la-:‘t|
1! LT b

i <)

I

Dégradation des composants de

Jeune peau 3 2
P la matrice extracellulaire

Figure 23 : Remodelage de la MEC induit par le liEkement intrinséque. (Naylor et al. 2011)

Le vieillissement intrinseque affecte et modifie I'organisation des principaux
composants de la peau. Les fibres de collageriélastine sont moins denses et désorganisées.
Les glycoaminoglycanes présents sont fragmentésienombre est diminué. Avec 'age, une
altération de la pigmentation de la peau est égatewisible, générant de nouveaux besoins
chez les consommateurs.

11.2.3 Pigmentation cutanée et éclaircissemerdaratt

Chez I'hnomme, la couleur de la peau est le résdétdtassociation de divers pigments.
Les pigments mélaniques sont responsable a 98% a®dration de la peau, ils sont produits
par les mélanocytes (Gillbro at. 2011). La pigmentation dépend du nombre, de ladoet
du mode de distribution des granules pigmentairgs aussi des types chimiques de mélanines
produites. On retrouvies eumélaninesle couleur brune ou noiet les phaeomélaninesge
couleur jaune-rouge.

1.2.3.1 Le mécanisme de pigmentation de la peau

a. La mélanogénése : biosynthése de mélanine.

La mélanogénesest le processus physiologique de production damimé, le pigment
absorbant la lumiére responsable de la coloratda geau (Hearing. 2011). Il est produit dans
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les mélanocytes et plus particulierement dans Elamosomes, organites membranaires situés
a l'intérieur des mélanocytes de la couche basalépidermefigure 24.

Couche cornée

_" Couche granuleuse

Corps
mugueux de
Malpighi

Couche basale

Lame basale

Figure 24: Insertion d’un mélanocyte dans I'épiderm

Une fois la mélanine produite, les mélanocytesspartent les mélanosomes le long de
leurs dendrites pour atteindre les kératinocytésive. Les mélanosomes se présentent sous la
forme de vésicules qui bourgeonnent a partir depbaeil de Golgi. Au sein de ces
mélanosomes, les mélanines sont produites seloenahainement de réactions chimiques
complexes en présence d'un certain nombre d’enzjomé la tyrosinase (Seiji etl. 1961;
Schallreuter eal. 1998), la phénylalanine hydroxylase (PHA) et lestigines apparentées a la

tyrosinase (TRP-1 et TRP-2) (Hearing 2011).

La synthése des mélaninesgébute par I'oxydation de la L-tyrosine en L-DORj a
son tour sera oxydée en dopaquinone. Ces deuxdraraions sont catalysées par une seule
et méme métalloenzyme, la tyrosinase. A ce stadeélanogenese peut étre orientée vers la
voie des eumélanines ou vers la voie des phaeomégar{Jimbow eal. 1990). L’orientation
vers I'une ou l'autre sera conditionnée par la terem dérivés soufrés dans les mélanocytes et
plus particulierement en cystéine ou en glutattiiambow etal. 1990).

La formation des eumélaninesdébute par une cyclisation de la dopaquinone en
LeucoDOPAchrome et se poursuit par une oxydatiord@machrome. La dopachrome est
ensuite convertie, soit en 5,6-dihydroxyindole (RHdoit en acide 5,6-dihydroxyindole-2-
carboxyliqgue (DHICA) par action de la TRP-2 (Tymasse Related Protein 2). La DHI et la
DHICA sont alors respectivement oxydées par lasiyiase en indole-5,6-quinone et par la
TRP-1 (Tyrosinase Related Protein 1) en acide-Gi6eme-2-carboxylique (Simon ak 2009;
Hearing. 2011).

La formation de phaeomélaninesfait intervenir des modifications de la L-
dopaquinone. Cela débute par une premiere condemshd la dopaquinone avec la cystéine
pour former la cystéinyl-dopa qui sera oxydée eamythydroxybenzothiazine par ka
glutamyl transpeptidase. L’alanyl-hydroxybenzotimiazsera ultérieurement transformée en
phaeomélanines (Slominskiat 2004) figure 25.
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+H,0 +0,
L-Tyvrosine | — > | L-DOPA | —| DOPAquinone
e Tyrosinase
Tyrosinase \ L
i / ~__ +Cystéine
Acide indole -5,6- quinone -2- carboxylase LeucoDOPAchrome C\Stelll}lD()P:\
TRP] Glutamyltranspeptidase + 0,

€——| DHICA |<— DOPAchrome Alanyl-hydroxybenzothiazine

TRP2

Indole -5.6- quinone | <——— | DHI

Tyrosinase

Figure 25 : Voies de syntheése des différents pigments mélaniques retrouvés dans la peau. I- Dopa, [ -3,4-
dihydroxyphénylalanine; DHICA, acide 5,6-dihydroxyindole-2 carboxylique ; DHI, 5,6-dihydroxyindole ; TRP-1, tyrosine-
related protein-1 ;TRP-2, tyrosine-r

b. La tyrosinase et mécanisme de régulation de la mé&lagénese :

La tyrosinase (EC 1.14.18.1) est une enzyme clé delanogénese. Elle est directement
impliquée dans la coloration de la peau et desahewiLa tyrosinase est une glycoprotéine
multifonctionnelle contenant du cuivre de type 3niveau de son site actif nécessaire a sa
fonction catalytique. Elle est présente dans la brame du mélanosoni8anchez-Ferrer et al.
1995). Chez les mammiferes, elle catalyse les réactaonantes :

« L’hydroxylation de la L-tyrosine en 3,4-dihydroxyghylalanine (L-DOPA) ; il s’agit
de I'activité monophénol hydroxylase.

« L’oxydation de la L-DOPA en Dopaquinone ; dans es on parle d’'une activité
catéchol oxydase.

« L’oxydation de la 5,6-dihydroxyindole (DHI) en ingoquinone.

La mélanogenese peut étre déclenchée par diveytsdanes et hormones. On retrouve
I'hnormone stimulant les mélanocytea-NISH), le facteur de cellules soucheSQF),
I'endothéline-1 ET-1), I'oxyde nitrique NO), mais aussi I’hormone adrénocorticotrope
(ACTH) ou encore les prostaglandin@sllaiyar et al. 2017).

Les facteurs précédents vont enclencher la mélaesgé par différentes voies de
signalisation en activant I'expression de protéitadkes que le facteur de transcription associé
a la microphtalmie (MITF), la tyrosinase, la TRR#lrosine-related protein-1) et la TRP-2
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(tyrosine-related protein-2). Lfggure 26illustre les voies de signalisation les plus catea
impliquées dans la synthése de mélanine.
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Figure 26 : Régulation de la mélanogénése par les voies de signalisation principales (Pillaiyar et al. 2017)

Toutes les voies de signalisation déclenchentalastrription du MITF, un régulateur
principal de la mélanogénese, régulant positiveresnénzymes de mélanogénése TYR, TRP-
1 et TRP-2Vachtenheim et a/. 2010). La régulation de la mélanogenése se fait soyvanie
biais de I'activation ou de I'inhibition des enzysnenpliquées dans ce processus et notamment
de la tyrosinase.
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11.2.3.2 Voies d’inhibition de la mélanogénese

Chacune deétapes de la mélanogenégeut étrénhibée. Plusieurs approches ont été
utilisées afin d’'inhiber I'activité catalytique thetyrosinase et/ou de perturber la synthése et la
libération de mélanine. La stratégie la plus répaneste I'inhibition de la tyrosinase. On peut
distinguer des inhibiteurs se liant de maniere n&like a I'enzyme et des inactivateurs de la
tyrosinase conduisant a son inactivation irrévéegiGhang2009; Kim et al. 2005).

Les autres stratégies permettant d’'inhiber la noglanese sont (Pillaiyar @k 2017; Burger et
al. 2016; Chang. 20009) :

« Les.inhibiteurs de la transcription de I'ARNm deylesinase,

« Les modulateurs de la glycosylation de la tyrogretamaturation ou accélération de sa
dégradation,

+ Les inhibiteurs de la voie de signalisation dépetelde k-MSH (hormone stimulant
les mélanocytes) / AMPc (adénosine monophosphateag) et de la production de
mélanine induite ultérieurement par-MSH,

+ Les modulateurs de la voie de signalisation deséepres kinases activées par les
mitogenes (MAPK),

« Les inhibiteurs de la voie de signalisation du NO,

+ Les.inhibiteurs du MITF, régulateurs de la formatei du transfert de mélanosomes,

+ Les_réqulateurs inducteurs d'activité de MC1R (éma de la mélanocortine 1),

« Les inducteurs de l'autophagie, un processus deadigipn cellulaire qui affecte la
couleur de la peau (Muraseadt 2013).

Ces différentes stratégies d’inhibition de la mémese sont utilisées dans de nombreuses
formulations cosmétiques. Il est d’ailleurs impattde distinguer différents types de produits.

On retrouve les agents éclaircissants et les aglendanchiment cutané. Le blanchiment
blogue la production du pigment mélanique (Coutgal 2016). L’éclaircissement ne bloque
pas la production du pigment mélanique, mais ileempéche la surproduction et permet
d’estomper les taches pigmentaires afin d’unifeeteint. Les agents éclaircissants peuvent étre
utilisés sur les cicatrices, en particulier surdieatrices d'acné pigmentées, ou chez les femmes
enceintes présentant un masque de grossessealgiaulation de la production de mélanine
par les hormones sexuelles féminines lorsque la psaexposée au soleil, pour uniformiser
la couleur de la peau (Tunziat 2007). Les agents éclaircissants sont trés papaldans les
pays asiatiques. En effet, avec un niveau d'hyiivatplus élevé, les peaux asiatiques sont
sensibles aux troubles d'hyperpigmentation, etemtésit rapidement des irrégularités de
pigmentation.

Une distinction doit étre faite entre les cosmémjet les médicaments. Des agents
dépigmentants peuvent étre utilisés afin d’alldggrigmentation de la peau non affectée par
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le vitiligo. Le vitiligo est une affection cutanébronique caractérisée par des parties de la peau
qui perdent leur pigmentation lorsque les celly@&smentaires de la peau meurent ou sont
incapables de fonctionner (lannellaa€t2016).

11.2.3.3 Les agents d’éclaircissement cutané

Il est important de dissocier les traitements déoingiques comme I’hydroquinone et
ses dérivés, I'acide rétinoique ou la trétinoinée £ produits cosmétiques éclaircissants. A titre
d’exemple, I'hydroquinone inhibe l'action de la tyrosinase, mais semble iadéguire les
mélanocytes par la production de radicaux libresinggérférer avec les mélanosomes
(Papaspyrides al. 1988) figure 27). Elle est interdite dans les produits cosmétigureBurope
depuis le ler mars 2000.

HO OH

Figure 27 : Structure chimique de I'’hydroquinone

Les laboratoires Galderma ont lancé sur le maradeé&teme a triple combinaison sous
le nom de créme Tri-Luma ® (Laboratoires Galderfartworth, TX, Etats-Unis). Cette
émulsion, contient 4% d'hydroquinone, 0,05% deirnoéte et 0,01% d'acétonide de
fluocinolone. Ce produit est utilisé pour des sijsbuffrant d’hyperpigmentation post-
inflammatoire post-acnéique (Callender. 2004) xis& aussi le rétinol ou le rétinaldéhyde,
qui, connus pour leurs pouvoirs anti-oxydants, dentbinterférer avec le transport de
meélanosome, inhiber la transcription de la tyrosgnau augmenter le turn-over cellulaire des
kératinocytes (Ortonne. 2006).

Dans les produits dermocosmétiques, deux typesiigges actifs sont retrouvés. Des
principes actifs exercant une action indirecte lsarmélanines déja formées (divers agents
exfoliants, peelings superficiels ou profonds)es grincipes actifs agissant sur le processus de
formation de mélanine (vitamines C, E ou B3, d’airiou encore d’acide kojique).

« Les vitamines et ses dérivés

Les vitamines sont utilisées en tant qu’agentdsrétdaants depuis les années 1990. En effet,
I'acide ascorbique (= vitamine C) et ses dérivés sont connus pounirécet/ou inhiber la
chaine d’oxydation transformant la tyrosine en miéla (Katsambas et. 2001) figure 28.

Il semblerait que la vitamine C affecte les demdriles mélanocytes via les kératinocytes
(Régnier egl. 2005).
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H
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HO OH

Figure 28 : Structure chimique de [’acide ascorbique

On retrouve aussi kdtamine B3 appelée la « niacinamide figlre 29. La niacinamide
interfere avec le transfert des mélanosomes demnm@&ftes aux kératinocytes et possede une

activité antioxydantéHakozaki et al. 2002).
O

N X" “NH,

| ~

Figure 29 : Structure chimique de la vitamine B3

- L’arbutine et ses dérivés

L’arbutine est une hydroquinone glycoside avec 2 isoformes4-hydroxyphényt:-

glucopyranoside et le 4-hydroxyphérmyglucopyranosidefigure 30.
OH

OH

HO 0
HO 0

OH

Figure 30 : Structure chimique de I’arbutine

Elle est obtenue a partir de diverses plantes tgpat aux familles des Ericaceae
(Busserole, Fraise, Myrtille, Bruyere), Saxifragaee Asteraceae, Rosaceae, Lamiaceae et
Apiaceae. L'arbutine bloque I'activité de la mon@pblase et semble diminuer la teneur en
mélanine avec peu de cytotoxici®op. 2009; Qin et al. 2014). Une série d’analogues, les
désoxy arbutines, montrent également des effetéréisksants comme la désoxyarbutine (4 -
[(tétrahydro-2H-pyran-2-yl) oxy] phénol) qui serplus efficace et peu cytotoxig@damed et
al. 2006)

- L’acide kojique et ses dérivés

L'acide kojique (ou 5-hydroxy-2-(hydroxyméthyl) -4H-pyran-4-one)té découvert en
1907 par Saito dans des cultures du champidgspergillus oryzagfigure 31).
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OH

HO

o
Figure 31: Structure chimique de [’acide kojique

Il intervient dans le processus de dépigmentati@n différents mécanismes. L’acide
kojique capture l'ion cuivre empéchant I'activatida la tyrosinaséSaghaie et al. 2013) et |l
inhibe la polymérisation de la 5,6-dihydroxyind&banes et al. 1994).

L'acide kojique a été commercialisé en 1955 maistrageu d’efficacité et provoque des
réactions allergiques. Il a donc été modifié aendiiminuer sa cytotoxicité et de palier a son
instabilité (Burnett et al. 2010). Par exemple, en 2006, une équipe a mis en éwdene
molécule constituée de deux acides kojiques. Getticules se montre peu cytotoxique et
inhibe considérablement la tyrosingkee et al. 2006).

- Les autres molécules dépigmentantes

D’autres molécules présentent des propriétés édaamtes bien connues et sont utilisées en
dermocosmeétiquddgbleau 5 .

Tableau 5 : Exemple de molécules présentant des propriétés éclaircissantes et pouvant rentrer dans la composition de
produits dermocosmétiques

Molécules Mécanismes d’actions Références

Sel de mercure Compétition avec les ions cuivre dans le s (Weldon et al. 2000)
actif de la tyrosinase

Inhibe la production de |- dopaquinone

Acide azélaique (un acide Inhibe I'activité tyrosinase (Kim etal. 2005)
dicarboxylique en C9) Effet cytotoxique sur les mélanocytes
humains.
Aléosine (glycoprotéine) Inhibiteur compétitif de la tyrosinase (Lynch et al. 2011)

Néanmoins, nombre de ces molécules provoquentéiiffe effets secondaires limitant
leur utilisation par les consommateurs tournanmideché des éclaircissants vers ['utilisation de
molécules dites « vertes » .
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11.2.3 Le marché mondial des cosmétiques anti-aga e
tache

A cause du vieillissement de la population et dguéte perpétuelle de jeunesse, le
marché des cosmeétiques est un marché hautemenircameel et en pleine expansion, d'une
valeur de plus de 425 milliards d'euros dans lede@n 2016 (Couteau &t 2016; Arora et
al. 2012).

En 2016, le marché européen des cosmétiques sbisspersonnels était le plus important au
monde (Cosmetics Industry. 2019). Les soins de pepuésentent 39 % des produits
cosmeétiques retrouves sur le marché mondial (L’'O2&48). Parmi les soins de peau, deux
types de produits sont particulierement rechergaédes consommateurs : les produits anti-
age et les produits anti-tache.

11.2.3.1 Les cosmétiques anti-age

Dans notre société, tout signe de vieillesse, cotesieides, I'affaissement de la peau
ou encore une peau plus fragile et moins élastiggteq bannir. Ainsi, la santé est directement
lie a I'apparence physique et aux signes extéraririeillesse. Ces signes sont assimilés a de
la négligence ou un manque de sbimdustrie des produits anti-age se base sur ésthution
des mentalités afin de vendre au plus grand noad@ersonnes leurs produits permettant de
conserver une certaine jeunesse.

Des recherches ont mis en évidence que les peisdem@lus susceptibles d'acheter
des produits anti-age sont les femmes de plus dm85(Muise eal. 2010). Cependant, des
études laissent penser que les femmes achetehiderpplus t6t ce type de cosmétique. Une
enquéte réalisée auprés de 2000 femmes en GraethigBe par CACI microlift a démontré
gue I'dge moyen auquel elles commencent a se saleigapparition des rides était de 24 ans
(Young. 2014).

On retrouve de nombreux types de produits cosmesigunti-age (Montagnat-Rentier adt
2014) :

- Les tenseurs et hydratants (acide hyaluroniquehitesane, I'élastine et le collagene),

- Les agents de desquamation ( les alpha-hydroxyaeides rétinoides),

- Les anti-radicaux libres (la vitamine E, C, lesatanoides, la Nicotinamide, la
coenzyme Q10, etc.),

- Les stimulants cellulaires (stimulant la productittncollagéne, de I'acide hyaluronique
et de I'élastine, les glycoprotéines et le rétinol)
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+ Lesmolécules maintenant I'équilibre de la peasiifibibiteurs des métalloprotéinases).

De nombreux laboratoires se partagent le marciiémteége. On retrouve les laboratoires
L'Oréal, Uriage, Avene, La roche Posay, Liérac,hicCaudalie, Galénic, Nuxe ou encore
Bioderma. Chaque laboratoire possede son prodiiiége « phare >figure 32.

Figure 32 : Exemples de cremes anti-dge retrouvées sur le marché frangaise d’aprés Montagnat-Rentier et Rachidi 2014

Ce secteur est constamment a la recherche d'inonsait de nouveaux principes actifs.
De ce point de vue, le monde marin est susceptiblevrir de nombreuses possibilités. Les
macroalgues sont déja largement exploitées pdubimie cosmétique et de nombreux extraits
montrent des activités anti-agéskeau 6.
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Tableau 6 : Exemples de molécules algales démdrdiespropriétés anti-ages

Phlorotannins
(Phlorofucofuroeckol A, dieckol,
eckol, phloroglucinol, 8.8 -
bieckol)
Fucophloroethol, bieckol,
phlorofucofuroeckol, 7-
phloroeckol
6,6"-bieckol
Dieckol-1- (3", 5'-
dihydroxyphénoxy) -7- (2', 4 ', 6'-
trihnydroxyphenoxy) 2,4,9-
trihnydroxydibenzo-1,4, -dioxines

Composés phénoliques
Chlorophylle ¢, Fucoxanthine

Extrait méthanolique

Extrait non renseigné

Extrait non renseigné
Lipopeptide d'algue

Peptides

Tripeptide (arginine, glycine,
acide aspartique)

Hydrolysats peptidiques

Fucoidanes

Ulvanes

Ulvanes

Polysaccharides sulfatés

Fucoidanes

Polysaccharides sulfatés

Eisenia bicyclis,
Ecklonia kurom

C. tamariscifolia, C.
usneoides

Ecklonia cava

Algues brunes

Ecklonia stolonifera
Ascophyllum nodosum
C. pilulifera

Meristotheca
dakarensis

Macrocystis pyrifera
Ulva lactuca
Pyropia yezoensis

Ulva lactuca
Ulva pertusa

Algues brunes

Ulva sp.

Ulva lactuca

Undaria pinnatifida

Fucus vesiculosus

Padina boergesenii

Inhibition de lahyaluronidase

Inhibition de lahyaluronidase

Régulation de I'expressions des
MMP -2 et -9 par l'activation sur la
voie NF-xB

Inhibition de I'expression dédMP -1,
MMP -3 etMMP -13

Action anti-age via l'inhibition de
MMP-1
Action anti-age via l'inhibition de
MMP -1
Inhibition de I'expression ddMP -9
el -2 de manierdose-dépendan
Stimulation de la synthése de

glycosaminoglycanes et des collagénes

1/111
Stimulation de la synthése du

syndécan-4, protéine importante de

matrice extracellulail
Anti-élastase, stimulation de la

synthése c collagen
Stimulation de la synthéese du

collagéne en activant la voie du sign

TGF-B / Sma
Stimulation de la synthése de
collagéne via la voie de T(-$

Stimulation de la synthése collagen

en inhibant [cMMP -1

Inhibition de I'expression de MMP -

1 induite par les UVB in vitt

Stimulation de la production de

collagene et d’acide hyaluronique

anti-élastase, stimulation de la
synthése du collagene

Inhibition de la collagénase et
I'élastasen vitro

Stimulation de la production de

collagéne et inhibition de
I'élastaseMP -1

Formation de collagéne et régénérati

épidermique

(Shibata et al.
2002)

(Ferreres et al.
2012)

(Zhang et al. 2010)

(Thomas et al.
2013)

(Min-Jeong et al.
2006

(Vo et Kim 2012)
(Wang et al. 2015)

( Couteau et al.
2016)

(Couteau et al.
2016)

(Pereira 2018)

(C.-R. Kim et al.
2017)

(Brunt et Burgess
2018

(Brunt et Burgess
2018

(Thomas et Kim
2013

(Adrien et al.
2017)

(Pereira 2018)

(Brunt et Burgess
2018)

(Y. Sun et
CHAVAN 2017)

(Pereira 2018)

L’activité anti-age est souvent portée par des as@p phénoliques, tanniques, peptidiques
ou polysacchariques et vont tres généralementeniiibs MMPs. On retrouve des extraits de
macroalgues marines dans de nombreux complexeagatiéja commercialiséfigure 33.
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Figure 33: Exemples de crémes anti-dge contenant des extraits de macroalgues marines sur le marché francais.

11.2.3.2 Les cosmétiques anti-tache

La demande pour les produits anti-tache, qui étgimgue-la réservés aux femmes,
connait une augmentation significative concernagtiiommes, en particulier dans les pays
asiatiques. L'évolution des modes de vie et I'udadion rapide, ainsi que 'augmentation du
pouvoir d'achat conduit les pays asiatiques a devenplus grand marché de produits
éclaircissants avec un taux de croissance impojtaau'en 2022. Comme le prévoyait le
dernier rapport de recherche publié par Fact. MiRideché mondial des produits éclaircissants
cutanée enregistrera un taux de croissance aimmpegssionnant pour la période allant de 2017
a 2022. Les ventes mondiales de produits éclameisscutanés devraient représenter plus de
23 000 millions de dollars américains d'ici fin 202.'Oréal. 2018).

Il existe déja de nombreux produits commercialis@mbattant I’hyperpigmentation.

Néanmoins, le marché des agents anti-tache serblerée niche économique dans les pays
européens. Certains produits commerciaux sonttdétans ldigure 34
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Figure 34: Exemples de produits anti-tdches commercialisés et contenant des actifs éclaircissants chimiques.

Un nombre important de produits anti-tache comnaéisgéis au cours de la derniere
décennie se sont révélés toxiques ou ont montepradils de sécurité discutables lors d’'une
exposition a long term@Ilumide et al. 2008). Face a leur utilisation grandissante, I'Afssaps
(Agence francaise de sécurité sanitaire des pmdaisanté, France) et la DGCCREF (Direction
générale de la concurrence, de la consommatiore da dsécurité) ont mis en place une
campagne nationale de contréle du marché de cdsipg@t des analyses des risques sanitaires

61



Etude Bibliographique

auxquels les utilisateurs se sont exposés. Celtle dtancaise a permis la création d’une liste
de produits de blanchiment de la peau non confoounemngereux (Rapport AFSSAPS. 2011 ;
Burger efal. 2016). Cependant, il est a noter que la régleatientcosmétique reste hétérogéne
en fonction des pays, ou certains produits interelit France sont autorisés ailleurs.

Compte tenu de l'intérét grandissant des consonmursa®ur des produits cosmétiques
plus naturels, il est important de développer diesraatives moins toxiques et plus naturelles
pour répondre a ce marché croissant. La recheratitakiteurs naturels de la mélanogénese
montre que des extraits d’algues ou de produitsnggrourraient constituer des sources
potentielles de nouveaux ingrédients éclairciss@gakdeau 7.

Tableau 7:Exemple de molécules algales démontmespdpriétés anti-taches

Action anti-tache Référence

Inhibition de la tyrosinase €

Composés Macroalgues

Ishige okamurae

Diphloréthohydroxycarmalol vendo

Fucus vesiculosus,

inhibition de la formation de
mélanint
Inhibition indirecte de la

(Heo et al. 2010)

(Z.-J. Wang et al.

Fucoidanes Ascophyllum mélanogénése par la voie  2017; Pereira
nodosur ERK 2018.
Inhibition de I'expression d¢ (Pratoomthai et al
Galactanes Gracilaria fisheri protéines impliqué dans la 2018) i
mélanogéneé:
7-phloroeckol Ecklonia cava activité anti-tyrosinase (N. Y'Z\(()%%n etal.
Inhibition de la tyrosinase
Dérivés du phloroglucinol Algues brunes en raison de leur capacité (H"'\g'l Dz.ovlvsa)ng et
chélater le cuivi '
. L . Inhibition de l'activité de la (H.-M. D. Wang et
Fucoxanthine Laminaria japonica .
tyrosinase chez les coba al. 2015

Inhibition de I'expression

d’une protéine MITF (S. H. Park et al.

Monoterpénoides Prasiola japonica

impliqué dans la synthése 2018).
de mélanin
Flavonoide sulfaté PhyIIospa_d|x Inhibition de la tyrosinase (Kwak et al. 2016)
Iwatensi

Extraits contenant des flavonoides

; Pistacia lentiscus
et des tanins

Inhibition de la tyrosinase (Dziato et al. 2016)

Inhibition de l'activité de la

Extrait éthanolique S;r%assfﬁ:nn tyrosinase cellulaire de = (Chan et al. 2011)
polycy mélanocyte B16F
Sargassum Inhibition de la tyrosinase €
Extrait méthanolique 9 inhibition de la formation de (Chan, et al. 2011)
O mélanin
Extraits contenant stéroides,
flavonoides, phénols hydroquinone Caulerpasp. Inhibiteur de la tyrosinase (Pereira 2018)
et saponine
Endarachne
SCr?ilzngrgng;aghb  Inhibition de Iactivité de la
Extrait non renseigné yme vl tyrosinase et réduction de | (Cha et al. 2011)
Ecklonia cava, 5 o
synthése de mélanine
Sargassum
silquastrun

62



Etude Bibliographique

L'inhibition de la tyrosinase est I'activité biolmgie la plus souvent démontrée
concernant les composés provenant de macroalguesesyaet celle-ci est le plus souvent
portés par des composeés flavonoiques, polysacapagiou par des phlorotannins algaux. On
retrouve quelques produits contenant des prin@péfs naturels algaux déja commercialisés
(figure 39 :

Wakamine Wakamine XP
Wakamine 1%

Figure 35: Exemples de créemes anti-dge contenant des extraits de macroalgues marines sur le marché frangais.

C’est dans ce contexte que vient s’inscrire le premier objectif de cette thése : Identifier
des applications potentiellement commercialisables pour les différentes fractions d’Ulva
rigida et d’Ulva intestinalis extraites et purifiées selon le procédé développé par la société
SEPROSYS. Il est intéressant de cibler les activités anti-age et_anti-tiche pour lesquels les
molécules sont a haute valeur ajoutée et ou le retour sur investissement peut étre rapide pour
I’entreprise SEPROSYSS.
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I1.3 Axe Inflammation : Ulva, remede
neuroprotecteur.

L’industrie nutraceutique est estimée a 184 milliards de dollars, et est en constante
évolution. Le chiffre d’affaires attendu en 2022 est de 302 milliards de dollars (Santini et al.
2018). Il s’agit donc d’un secteur a haut potentiel et en constante évolution. Les nombreuses
activités pharmacologiques des extraits provenant d’algues démontrent qu’ils représentent une
alternative probable a 1’utilisation de drogues conventionnelle pour la prise en charge ou la
prévention de pathologies associées a des statuts inflammatoires chroniques. C’est le cas des
pathologies du systéme nerveux central (déclin cognitif, trouble de 1’humeur, dépressions,
anxiéte, ...).

I1.3.1. Inflammation et réponse immunitaire

11.3.1.1 Réle et déroulement physiologique

La réaction inflammatoire a pour but d’éliminer des agents pathogénes owcalps
étrangers, et de réparer les lésions tissulairemigant la cicatrisation ou la création de
nouveaux vaisseaux (I'angiogéné@dpdzhitov. 2008). L’inflammation est une réponse a des
inducteurs endogénes tels que les tumeurs, lesgecdues a un défaut de vascularisation, et
les déreglements immunitaires (allergies, maladige-immunes) mais aussi a des inducteurs
exogenes tels qu’une infection bactérienne ouejiidds lésions tissulaires ou cellulaires dues
aux agents physiques (traumatisme, chaleur, fiogtjiation) et chimiques (toxines, venins)
(figure 39.

Cellules

Matrice
« Endogénes

| Tissus

inducteurs | Plasma

N\

Exogeénes | Microbien ‘

‘ Allergeénes, irritants,
corps étrangers,
composants toxiques

Figure 36 : Inducteurs (endogenes et exogenes) de la réponse inflammatoire (Medzhitov. 2008)
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Selon le déclencheur, la réponse inflammatoirerghastrer la mobilisation et I'interaction
de différents types de cellules et de moléculessigealisation figure 37. La réponse
inflammatoire peut étre divisée &ois phaseqBlétry et al. 2002) :

BN

- Une phase d'initiation qui fait suite a un signal de danger d’origine exwog ou
endogene et le recrutement deffecteurs primairesl’astivation des cellules
inflammatoires. L'inflammation s’initie par une i&en de «econnaissance» faisant
intervenir des cellules immunitaires (monocytes,crophages, lymphocytes) mais
aussi des protéines circulantes (anticorps, pre$éidu complément, facteur de
Hageman...]Serhan et al. 2005) ;

« Unephase d’amplification avec la mobilisation et I'activation d’effectesescondaires
(les cellules endothéliales, les cellules sangu@tdes cellules résidentes tissulaires).
Apres la phase de reconnaissance, un ensembléudescet de médiateurs, dont I'ordre
d’intervention est complexe et variable, vont setraeen action.

« Une phase de résolutionet de réparation qui tend a restaurer I'intégdte tissu
agresseé.

Médiateurs vaso-actifs

Inflammation chronique

Causes Exogénes /4 (histamine, sérotonine, 4

prostaglandines)

A £ Résolution
Activation des cellules g
X immunitaires (mastocytes, Réponse vasculaire S
Stimulus Inflammatoire ——» macrophages, cellules Vaso-dilatation | | o
ry dendritiques et cellules g 4 Cicatrisation
endothéliales 2
o

Formation d’un abces

Cytokines et Chimiokines

Causes Endogenes (TNF-q IL-1-B, IL-6 ou IL-8)

Figure 37 : Déclenchement de la réaction inflammatoire (causes exogenes et endogenes) et conséquences et
initiation de la réaction inflammatoire (réponse cellulaire) (Medzhitov 2008)

Il existe une tres grande complexité des mécanisimesaction inflammatoire. On retrouve
deux types d’inflammationl'inflammation aigué etl'inflammation chronique (Majno et al.
2004). L'inflammation aigué se caractérise par une réponse immédiate et déeadurée,
provoquant l'activation d’'un nombre important ddldes inflammatoires au niveau du site
Iésionnel. Sa résolution ne laisse que tres pewséaipielles tissulaired.’inflammation
chronique est une inflammation qui persiste, et parfois gtage laissant s’installer d’autres
pathologies plus séveéres.

Lors d’'une réponse inflammatoire, la défense détéhet le maintien de 'homéostasie
correspond a une réaction de phase a{Baémann et al. 1994). La réaction de phase aiglie

65



Etude Bibliographique

met en jeu des médiateurs de 'inflammation appgjéskines et comprend trois composantes
: unecomposante localgréaction inflammatoire), urmposante systémiquéactivation de
’hématopoiese, modifications métaboliques, dimorutdes nutriments et minéraux) et une
composante centralgfievre, activation de I'axe corticotrope, fatiguBminution de la prise
alimentaire).

11.3.1.2 Réle des médiateurs cellulaires et daskiges

Les cellules résidentes au niveau tissulaires sapdbles d’identifier immédiatement
un microorganisme. On retrouve les mastocytes,mesrophages ou encre les cellules
dendritiquesf{gure 38. Elles sont attirées par les bactéries en détedes formyl- peptides
gue celles-ci produisent.

& . I “’. oL © =
> Q = Cellules
Macwphages . ‘ " , [ dengritiques
/ \ -
Médiateurs de

linflammation ~ Reécepteurs  PAMPs '
TLR

Les mastocytes : ils sécrétent des médiateurs pro-inflammatoires et chimiotactiques,
libérées par dégranulation. On y retrouve I’histamine les prostaglandines, les
leucotriénes et les thromboxanes, et des cytokines : IL-1f, IL-6, TNFa aussi appelé
le triade inflammatoire.

@%}

Les macrophages : ils phagocytent le pathogéne. L’ interaction entre les pathogénes
et les récepteurs spécifiques PRR entraine une activation des macrophages via la
sécrétion de médiateurs de I’inflammation (Murray et al. 2011). Ils participent
I’organisation de la réponse inflammatoire en sécrétant de nombreuses cytokines
comme la triade inflammatoire.

Figure 38: Présentation des médiateurs cellulaires impliqués dans l'inflammation (http://acces.ens-lyon.fr/. 2013)
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Les cytokines jouent un réle primordial dans l'ictan de la réponse inflammatoire.
Leur activité se manifeste a de trés faibles camatons, par liaison a des récepteurs
membranaires. Les cytokines constituent une fantiBéérogéne divisée en deux grands
groupes : lesytokines pro-inflammatoires et lescytokines anti-inflammatoires (figure 39)

Cytokines pro- Cytokines anti-
inflammatoire inflammatoire
( IL-1B ) IL-10
IL-6 IL-1Ra
IL-12 IL-4
TNF-a IL-13
IFN-y ) TGF-B
Responsables de fnl.*ubent J'g
. production/action des
la réponse .
cytokines pro-

inflammatoire . .
f inflammatoire

Figure 39 : Cytokines pro- et anti-inflammatoire iiqpées dans la réaction inflammatoire

Les principales cytokines inflammatoires miseseengont'’interleukine-1 g (IL-1p),
le facteur de nécrose tumorald NF-o etl'interleukine-6 (IL-6). L'IL-1 3 et le TNFe peuvent
chacun induire la production de l'autre ainsi gaesynthése d’IL-6 (Brouckaert at. 1993;
Libert etal. 1990). Cette triade inflammatoire exerce son eféetacon synergique et souvent
redondante.

L’interleukine-1 g (IL-1p) est une cytokine pro-inflammatoire de la familke [dL-

1. L'IL-1pB est sécrétée par les macrophages, les cellulésitigues, les cellules épithéliales,
les kératinocytes et les fibroblastes synoviawnéipello. 2011). Cette cytokine est impliquée
dans la réponse des cellules hotes a une infe@@riixation sur leur récepteur fonctionnel
l'IL-1RI va induire l'activation des voies de sidisation NFB (Nuclear Factor-Kappa B) et
MAPK (mitogen-activated protein kinases). L’'Il3-Est considérée comme le chef d’orchestre
de la synthése des cytokines et joue un role majaos le développement de la réponse
inflammatoire a un stimulus tel que la présencdiptgolysaccharide bactérien appelé LPS
(Layé etal. 2000).

Le facteur de nécrose tumorale (TNFe) est une cytokine pro-inflammatoire
(Mukhopadhyay e&l. 2006). Le TNFe est produit par de nombreux types cellulaires ¢t
macrophages, les cellules dendritiques, les moaegcytes cellules microgliales et les
astrocytes. Cette cytokine interagit avec deuxpteees : les récepteurs au TNF de type | et de
type Il (Probert. 2015).

L’interleukine-6 (IL-6) est une cytokine pro-inflammatoire sécrétée pacédisles de
limmunité innée (lymphocytes T et B, macrophagésalules microgliales) (Mogensen.
2009). Cette cytokine multifonctionnelle régulée N&-kappa B peut activer divers types de
cellules portant le récepteur de I'lL-6 (IL-6R) (6&John e&l. 2004).L’IL-6 est sécrétée dans
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le stade initial de I'inflammation, elle va se pagier dans la circulation sanguine et induire une
production accrue de protéines pro-inflammatoit@sprincipale voie de signalisation activée
par la fixation de I'lL-6 sur son récepteur esttaée JAK-STAT (Hunter eéal. 2015).

Les récepteurs de reconnaissance de l'agent pat#o@RR) comprennent les
récepteurs de type TolT(R). lls stimulent différentes voies de signalisategraméliorent la
transcription. Les différentes voies de signal@agt la transcription de 'ARNm de cytokines
inflammatoires telles que I'lL-6, TNBE- et IL-13 sont activées par les récepteurs de
reconnaissance de l'agent pathogene (PRR) et altisylierement, par les récepteurs de type
Toll (TLR).

111.1.3.3 Les récepteurs TLR et induction du slgna

Les toll-like récepteurs (TLR) sont les récepteurs transmembranaires reconnaissant
des structures exogénes appelées « pathogen asdamialecular pattern » (PAMP) et des
structures endogenes « damage-associated molegatierns » (DAMP). Le domaine
extracellulaire permet la reconnaissance et lasdmaiavec les PAMPs. Le domaine
cytoplasmique permet la transduction des signadax eellule et initient des cascades de
signalisation en aval (Akira el. 2006) figure 40. Les TLR sont exprimés par de nombreux
types cellulairesimmunitaires et non-immunitaires tels que les cellules dendritiques, les
macrophages, les mastocytes, les lymphocytes T @inBi que fibroblastes et cellules
épithéliales (Essakalli etl. 2009). Les TLR sont aussi exprimés par des cellles/steme
nerveux central tels que les cellules microgliales, astrocytemeairones (Essakalli etl.
2009).

RS Stelalrtetetets

Membrane plasmique 2>?%<\§2\§ és‘ E?E\}K 5%% é%::\
AR TR TATA TS A VRS

Récepteur TLR4 393938205034 % ARWVNY
ALRR+TIR) ?5?%?55)5?% %“)"a?% c'??%

Cytoplasme

Figure 40 : Récepteur au lipopolysaccharide, le FL(Rhabab et al.2016.)

Parmi les récepteurs TLR, I&@LR4 est impliqué dans la reconnaissance du
lipopolysaccharideL(PS). Le LPS, une endotoxine présente dans la membrane exteshe
bactéries Gram négatif, induit une réponse inflatoima systémique par récepteur TLR. La
liaison duLPS auTLR4 a la surface des cellules active plusieurs voesrahsduction du
signal, provoquant l'activation de NdB- (Zhang etl. 2000). L’activation de cette voie peut se
faire via la liaison d’'une protéine adaptatrices facteur de différenciation myéloide 88
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(MyD88), aux TLR via leurs domaines TIR. On trouwge voie dépendante a la MyD88 et
une autre voie indépendante a la MyD8gure 47 :

« Lavoie dépendante de MyD88 En réponse auPS, le TLR4 interagit avec MyD88
permettant le recrutement des kinases. L'intesactwvec MyD88 déclenche une
cascade de phosphorylations conduisant a [I'exmmessie cytokines pro-
inflammatoires, telles I'lL-6, IL-f ou le TNFe.

- La voie indépendante de MyD88 Des macrophages murins déficientes en MyD88
induisent la production d’IFM-lorsqu’ils sont stimulés duPS . La protéine TRIF (TIR
domain-containig adaptator inducing IF)-induit une voie MyD88-indépendante
(Yamamoto etl. 2003). LeETLR4 interagit par I'intermédiaire de TRAM (TRIF-reldte
adaptator molecule) conduisant a I'activation ded®HYamamoto eal. 2003).

L'activation de la voie NReB permet la production de cytokines et d’enzymes- pr
inflammatoires, notamment I'oxyde nitrique synthastictible (INOS) pouvant entrainer une
neuroinflammation (Hayden at. 2008).

LPS

TLR4 .Cl
LBP
MD2 CD14

1 _—

TIRAW. TRAM

MyD88

/ .TRIF
IRAKS (D / \

l R[P1D TRAF3
TRAF6 D e l
KA l TBK1 ? IKKe
NF-kB - - IRF3
-

IL-1B, IL-10., IL-18 Type I IFNs
TNFo, IL-6

Figure 41: Les voies de signalisation des récedlrR4. La voie dépendante de MyD88 est responsgatlactivation
précoce de la NF-KB et de la MAPK, qui contrdle lintlon des cytokines pro-inflammatoires et contaitiuégalement aux
réponses inflammatoires (Diamond et al. 2015)
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L’oxyde nitrique synthase permet la synthése deaxyae d’azote NO) qui est un
médiateur clé de l'inflammation. Ce messager imdtataire régule l'activité, la croissance et
la mort de nombreux types de cellules immunitagtaaflammatoires (Tripathi etl. 2007). Le
LPS, l'interféron gamma (IFNpY, le TNF« et I'lL-18 peuvent induire I'expression de I'iNOS.
Cette activation de I'expression de I'lNOS peutdawine a la production excessive de NO et
induire des maladies inflammatoires telles que mesadies neurodégénératives ou a des
pathologies psychiatriques (Lyman at 2014). L'IL-13 et le TNFe. peuvent donc jouer
indirectement un role essentiel dans l'inflammagathologique (Baumann at 1994).

La réaction inflammatoire induite va impacter I'emble de l'organisme par
l'intermédiaire des cytokines libérées dans lautation sanguine. Il est observé une altération
des métabolismes lipidique, protéique, et glucidiquennie etal. 1995) mais aussi des
modifications au niveau cérébral, correspondardi @mnine réponse spécifique a ces différentes
altérations.

11.3.2 Roéle de l'inflammation dans le cas de patigees du
systeme nerveux central associées aux troubles
métaboliques

Le cerveaune possede pas réellement de systéme immunitaiste isolé du reste de
I'organisme par la barriere hémato-encéphaliquee)BHnpéchant la migration des cellules du
systéeme immunitaire systémique.

1.3.2.1 Communication entre le systeme immunitatele
systeme nerveux et voies de signalisation

La barriere hémato-encéphalique(BHE) est I'ensemble des structures séparant le
compartiment sanguin de I'encéphale des deux cdmparts liquidiens extracellulaires du
systeme nerveux central . La BHE joue un rélerdggdalans la régulation des échanges d’ions
et de nutriments entre le sang et le cerveau, m#si dans la protection contre les agents
pathogenes (Varatharajat 2017) figure 429. Les jonctions serrées de la BHE sont perméable
aux meédiateurs pro-inflammatoires telles queNF-a, IL-6 ou IL-1p pouvant
influencer 'intégrité et moduler la perméabilité ¢ta BHE en modifiant la résistance des
jonctions serrées. Cette stimulation par des cgtxkiva influencer directement le systeme
nerveux central et induire une inflammation.
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Figure 42 : La barriere hémato-encéphalique (BHE) est un corglenpliquant les cellules endothéliales, les pées, les
processus de pied d'extrémité des astrocytesreetabrane basale

Il existe de nombreuses voies de signalisationeet@mmunication permettant la
transmission de l'inflammation du systeme nerveexighérique vers le systeme nerveux
central. Par exemple, les cytokines pro-inflammatoet/ou 1d.PS vont pouvoir induire une
inflammation via la voie des organes circumventdcas figure 43.
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Figure 43 : Voies de reconnaissance induites par la fixation du LPS et/ou de cytokines pro-inflammatoire permettant

d’induire et de transmettre l'inflammation au systéme nerveux central

On retrouve une seconde voie de communication nietta jeul’activation du nerf
vague(Dantzer. 1994). En effet, les neurones du nerf vague exprimentdeepteurs de I'lL-1
et vont étre stimulés par I'lLlcirculante(Ek et al. 1998) (figure 44).
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Figure 44 : Systeme de communication entre le systenmunitaire et le systéme nerveux. NO : monaXydete, NTS :
Noyau du tractus solitaire, OCVs : Organes circumsienlaires, PGE2 : Prostaglandines de type E2, SNgsteme
nerveux central, IL-1 : interleukine 1, NV : neriguee

L’activation de la réaction immunitaire au niveantral se fait par I'intermédiaire de
deux types cellulairesles cellules microglialeset astrocytaires. Les cellules microgliales
vont exprimer a leur surface le réceptdirtR4 ou lesLPS vont venir se fixer. Leur
reconnaissance par les récepteurs va initiertstrgption de génes codant pour des cytokines,
induisant la voie NKB et la progression de la réponse inflammatoire.

L’activation des cellules microgliales et des asgtes ainsi que la libération de facteurs
inflammatoires sont définies par le termpeeuroinflammation ». Une activation anormale de
ces cellules peut étre reliée a différentes madadieurodégénératives, a des troubles
psychiatriques tels que le stress, la dépressida sthizophrénie, ainsi que des troubles
meétaboliques, des syndromes tels que I'hnypertenisitiesite et le diabete de type 2.

Dans certains contextes pathologiques, I'inflamaragersiste et s’'installe. Dans ce cas,
on parled’inflammation dite chronique. Les cellules peuvent rester activées pendant de
longues périodes, libérant des quantités de cygskaontribuant & la neurodégénérescence a
long terme (Lyman edl. 2014). La sécrétion de cytokines est moins élguéen réponse a un
pathogene mais reste constante. On parle danitadiimation chronique a bas bruit.
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11.3.2.2 Conséqguences de l'inflammation sur lesiibtes de
I’'hnumeur et cognitifs

Comme vu précédemment, I'action des cytokines @eatresponsable de modifications

comportementales. L’'action prolongée de cytokinewqque et semble étre responsable de
I'apparition et du développement de symptémes nEEychiatriques provoquant desubles
de 'humeur et dedroubles cognitifs (Capuron eal. 2002; Capuron et al. 2003). En effet, des
sujets recevant des immunothérapies, ont montré&aigsles de 'humeur, regroupant a la fois
des symptdmes de type dépressif et anxieux, dtadses cognitifs (Bonaccorsoat 2001).
De plus, il a été montré que I'administration deSLB des volontaires sains induit une
augmentation du taux de cytokines corrélée a dept®mes d'anxiété, de dépression, ainsi
gue de déficits cognitifs (Yirmiya el. 2000) et ces symptomes dépressifs semblent lése p
courant (60%) chez les patients soumis a un traitemar I'lFNy (Capuron eal. 2002).

a. Les troubles de 'lhumeur

Les troubles de I'humeur regroupent a la fois ieamémesdépressifset les troubles
anxieux (Capuron eal. 2017; Castanon etal. 2015).

La dépressionest un trouble mental qui touche mondialement gri822 millions de
personnes. Elle est la premiere cause d’incapdaité le monde (OMS. 2017). La dépression
se traduit par le diagnostic suivant :

* Humeur dépressive présente toute la journée

* Diminution marquée de l'intérét ou du plaisir

» Perte ou gain de poids significatif (5 %) en l'alzgede régime, ou diminution
ou augmentation de l'appétit.

* Insomnie ou hypersomnie.

» Agitation ou ralentissement psychomoteur.

« Fatigue ou perte d'énergie.

» Sentiment de dévalorisation ou de culpabilité esi#esou inappropriée.

* Diminution de l'aptitude a penser ou a se concentrendécision

* Pensées de mort récurrentes, idées suicidaires

Les troubles anxieuxpeuvent étre décrits comme une peur anticipésejtraduit par des
réactions physiologiques (tachycardie, sueurd.cpmportementales. Il existe plusieurs types
de troubles anxieux (DSM-IV, American Psychiatriss@ciation) :

« Agoraphobie

« Trouble panique avec/sans agoraphobie
« Anxiété généralisée

- Phobie sociale

« Trouble obsessionnel compulsif
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- Etat de stress post-traumatique

- Etat de stress aigu

« Trouble anxieux induit par une substance
« Trouble anxieux non spécifié

Les patients dépressifs présentent une augmentigaeytokines pro-inflammatoires telles
qgue I'lL-1, I'lL-6 et le TNFe. (Howren etal. 2009). Il a donc été suggéré que I'activation du
systéeme immunitaire pourrait étre impliquée damathogenese de la dépression (Maes. 1999).
Pour appuyer cette hypothése, il a été démontré I'qdeninistration de cytokines pro-
inflammatoires induit systématiqguement des sympgdépressifs chez des patients (Capuron
etal. 2004).

b. Les troubles cognitifs

Les troublescognitifs désignent dedroubles mentaux affectant principalement la
mémoire, mais aussi la perception et la résolud®mproblemes.

Les individus présentant une infection montrens tseuvent des altérations de divers
processus cognitifs allant de l'attention a la méed.ors de I'administration d&PS
provoque, chez des sujets volontaire sains, unéndtian des performances de la mémoire
corrélée a l'augmentation des taux de cytokined diin6 et le TNFuo (Reichenberg edl.
2001). Autre exemple, une augmentation signifieatie cytokines a été décelée chez des
patients atteints de troubles cognitifs l1égers (Magetal. 2007). De plus, une équipe a pu
mettre en évidence le rble de I'lL-17A, cytokinepilquée dans I'inflammation chronique, dans
la survenance de troubles cognitifs chez des yatstaecu des injections de LPS (Suralet
2015). Une activation chronique du réseau de cgtskpeut donc étre a I'origine de troubles
cognitifs importants.

Par conséquent, des troubles de I’hnumeur et deglaitton ont pu étre décelé dans certaines
pathologies comprenant une composante inflammatoime@nique. Dans notre société
occidentale, les facteurs favorisant un état infletoire chronique sont multiples. Une des
pathologies associée a un statut inflammatoirercue est I'obésité. L'obésité est devenue
une véritable fléau mondial puisque le nombre dseseaugmente dans les pays a PIB élevés
et dans les pays a PIB plus faibles (Mattal€2018).

11.3.2.3 Obésité, inflammation a bas bruit et adtiéon de I'humeur et
de la cognition

L’Organisation Mondiale de la Santé définit I'olkéscomme « une accumulation
anormale ou excessive de graisse corporelle quimeére a la santé » et place sa prévention
comme étant une priorité. L'obésité peut étre d@éso@ uneréaction inflammatoire
chronique a bas bruit. En effet, il faut savoir que les adiges régulent le métabolisme en
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sécrétant certaines cytokines pro-inflammatoirkssgee le TNFe ou encore I'lL-6 mais aussi
certaines hormones (Tilg et Moschen 2006). Parsmhoemones, les adipocytes vont sécréter
la résistine qui est impliquée dans la régulatian I'thflammation et la stimulation de
I'expression des cytokines inflammatoires includhtl B, le TNFa, I'lL-6 et I'lL-12 (Silswal

etal. 2005). De plus, une accumulation progressive deaapaages au cours du développement
de l'obésité a été observée. Cette accumulatiormderophages associée a la présence
d’adipocytes serait donc responsable de la forggn@mtation de la production des cytokines
pro-inflammatoires maintenant un statut inflammataionstant (Weisberg at. 2003).

Les complications métaboliques associées a I'@éb@sitivent provoquer I'apparition
d'un diabéte de type 2 (Owensktl998). Lediabéte de type Zst associé a une augmentation
de la concentration de cytokines inflammatoires pls, les altérations de I'axe corticotrope
provoqueés par l'obésité se traduisent, a leur tpar, une libération forte et prolongée de
cytokines pro-inflammatoires (Sorrells &t 2009). L'obésité peut donc étre un facteur de
risque important dans le développement des trouduigsitives et de I’humeur lié, en autre, a
la libération constante de cytokines pro-inflamnrato

En effet,I'obésité est corrélée des déficits cognitifscomme l'attention, les fonctions
exécutives et la mémoire (Aloscoadt2014). De nombreuses études montrent un effetedélét
de l'obésité sur les fonctions cognitivdar exemple, des patients obeses et diabétiques
possédent des scores de fatigue et des altératigmitives plus élevés . D’autres études ont
permis de mettre en évidence I'impact d’'un régimednlipidique et hyperglycémique sur les
capacités cognitives. Les régimes hypercaloriquesbtent contribuer a l'altération de la
régulation du glucose, facteur important de déclgnitif associé au diabéete de type 2
(Winocur etal. 2005). De plus, I'obésité s’accompagne d’'une dimamude I'estime de soi,
d’'une insatisfaction globale de la vie, de pholeegi’hostilité (Brunault etal. 2012). De
nombreuses données suggerent un lien €éobrésité et ladépression(Luppino etal. 2010).

En effet, les symptbmes dépressifs sont augmehe&s des patients souffrant de diabete de
type 2 et/ou d’'obésité. La prévalence élevée debtes de 'humeur chez les patients obéses
est modulée par le degré d’'adiposité : 23 % deienqiatobéses présentent des symptomes
dépressifs, alors que la prévalence de la dépressiale 11 % chez les individus ayant un IMC
normal (Carey eal. 2014). Il existe également un lien entdeesité et anxiété Une étude
réalisée en 2007 sur des femmes obeses montrembgued’entre elles présentent un score
positif au test d’auto-évaluation de la dépressaprenviron 60 % souffrent d’anxiété moyenne
a elevée (Lykouras. 2008)

La survenue fréquente d®ubles de I'humeur et de lacognition chez des patients souffrant
d’obésitésuggere I'existence d’une relation entre ces whfftes pathologies. La perturbation
de la réponse inflammatoire et des altérationsadke Icorticotrope pourraient étre a l'origine
de ces difféerentes pathologies. Le développemamedinflammation a bas bruit chez des
patients obéeses a permis de caractériser I'ob&sitene une maladie inflammatoire chronique.
Les maladies inflammatoires sont devenues l'ungdesipales causes de problemes de santé
dans le monde et ont eu une influence considésables colts des soins de santé. Néanmoins,

certains traitements sont a l'origine d'effets swtaires néfastes lors d'une utilisation
prolongée. Les algues marines ont été identifieG@ante un réservoir sous-exploité de
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composeés anti-inflammatoires uniques. Ceux-ci iertues polyphénols, les polysaccharides
sulfatés, les terpénes, les acides gras, les pestéet plusieurs autres bioactifs. La
consommation de ces algues marines pourrait coestiin moyen de défense contre la
physiopathologie de nombreusaaladies inflammatoires chroniques

11.3.3 Le potentiel anti-inflammatoire des macrasdg
marines

Les propriétés anti-inflammatoires des macroalgsmst devenues un sujet de recherche
médicale majeur. Elles pourraient fournir des sffebtecteurs sur la pathogenése des maladies
inflammatoires. Sur la base de nouvelles avandéaspmbreux composés anti-inflammatoires
ont été isolés a partir de macroalgues maritzdseau §.

Sur la période 1999-2015, 99 composes purifieserant de macroalgues marines et
possédant une activité neuroprotectrice ont étatiites (Alghazwi et al. 2016). Parmi ces
composés, 57 proviennent de macroalgues brunggsro2@&nnent de macroalgues rouges et
seulement 14 proviennent de macroalgues velitpg¢ 49.

60 57
50
40
30
20
10

Nombre de composés

o

Phaeophyceae Rhodophyta Chlorophyta

Phylum

Figure 45 : Distribution des composés neuroproterdadentifiés dans des macroalgues entre 1999#52Ce bilan est
basé sur trois bases de données majeures : Sci@iees, PubMed et Scopus (Alghazwi et al. 2016)

Parmi ces 99 composés, seulement 13 composés prive@ macroalgues marines
possédent une activité anti-inflammatoire démor{tedseau § . Les macroalgues vertes, elles,
restent encore peu exploitées dans ce domaineltajgn.
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Tableau 8 : Exemple de macroalgues ayant des ptdsranti-inflammatoires connues

Composés Macroalgues Molécules Activités Référence
L Phloroglucinol, eckol, dieckol, 7- - .
Eilseg}ils phloroeckol, phlorofucofuroeckol lnh;\?g?: di?téa Fz)arroli uatplcgn € (Juzrg)glg)a !
Y A et dioxinodehydroeck P
. n Inhibition de la production de (Kaztowska
P. dentata Catéchol et rutine de NO induite par le LP etal. 2010)
Suppression de I'expression ¢
iINOS et de COX-2. Inhibition
A de cytokines pro
Composeés . . . . . . ~ (Jung etal.
phénoliques Ecklonia cava Dieckol mfla}mmatow.es. Réduction de 2009)
I'expression du facteur
nucléairexB induite par le
LPS
Régulation de I'expression de
Ishige iINOS et de la COX-2 et (Heo etal
okam%rae Diphloréthohydroxycarmalol activation de NReB dans les 2010) :
cellules endothéliales et RAW
264.7
Inhibition de la production de
FuCUS NO et de PGE2 dans la (Park etal
T Fucanes microglie de BV2 stimulée pal 2011) :
Polysaccharide les LPS. Suppression de iNO
et COx-2
Porphyra : Inhibition de la production de (Isaka el.
yezoensi PRI NO induite par les LP 2015)
Inhibition de la production de
Gracilaria Acide (E) -10-oxooctadec-8- NO, TNF-u et I'lL-6 induite Lee etal
VeIrucosa énoique et acide (E) -9- par des LPS en supprimant ( ggoeg) ’
Acides gras et Oxooctadec-10-énoique l'activation de NF-KB et la
dérivés phosphorylation de STAT
Iprefenes AC|de,(9E,. ,12@ -11-0x0-9,12- Inhibition de la production de
octadécadiénoique et acide (8E NO. d'IL-6 et de TNF (Dang etal.
11E) -10-oxooctadéca-8,11- T 2008)
diénoi induite par le LPS.
iénoiqus
Inhibition de la production de
Eisenia . NO par le LPS. Suppression (Jung egl.
bicyclis FrseE de I'expression iNOS et COX 2013)
2.
Laurencia 2 S Inhibition de la luciférase dan: (Chatter et
Terpénoides glandulifere ieegiolilel les RAW 264. al. 2011)
Inhibition de la production de
Sargassum La 9-cis- (BR) fucoxanthines, la  NO, expression de iNOS et IR
sili u%strum 13-cis et la 13cis- (BR) COX-2 et réduction de la ( 2012) :
q ’ fucoxanthines production de PGE2 induite
par le LP¢
Inhibition la production de NC
induite par le LPS. Réductior
de l'expression de iNOS,
. . COX-2, TNF« et IL-1. (Shin etal.
Protéi ¢ P YOS CUERRIEk Réduction de la formation de ~ 2011)
ro e't'f‘des € complexes de liaison de
peptides TLR4-IRAK4 et de TLR4-
TRIF
. Inhibition de la migration des .
Ptero_cladlella Lectine neutrophiles par inhibition de (EIeEEL
capillacea 2010)

médiateurs inflammatoire
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Définition des objectifs :

C’est dans ce contexte bibliographique que le pléae séparation et de purification
fractionnée de biomolécules breveté en 2011 (FR2Z®98B1)) par la societé SEPROSYS est
utilisé (Baudouin etl. 2012). Ce procédé permet d’extraire et de sémlerbiomolécules
issues d'undiomasse locale peu exploitédes macroalgues marinéiva sp. en ne faisant
intervenir aucun solvant et aucun acideCe procéddacilement industrialisable permet
d’obtenir différentes fractions dont I'objectif nesir de ces travaux est de valoriser chacune de
ces fractionsfigure 46.

Ulva sp.

v

BROYAGE + Extraction aqueuse 80°C. 2h

a

Extrait Aqueux (EA) Pulpes

A

Ultrafiltration 15 kDa, 80°C

/\

Rétentat (R) : Protéines et polysaccharides
(PM > 15 kDa)

Perméat (P): molécules ayant un PM
<15 kDa

Déminéralisation, Echange d’ions

A

Floculation + centrifugation

a

PROT]1 : Fraction protéique PSA : Fraction polysaccharidique

Figure 46 : Procédé de fractionnement de biomolécules issues de macroalgues vertes breveté par la société Seprosys.

Lors de notre étude bibliographique, nous avonstraaque lesnacroalgues vertes
constituaient une biomasse assez peu décrite eitiisée dans les domaines d’'actions ciblées.
C’est pour cela que notre choix s’est tournée hMatiisation de macroalgues vertes locales du
genreUlva sp. (Ulva intestinaligUI) etUlva rigida (UR)). Ces macroalgues vertes contiennent
des biomolécules d’intéréts telles que les polysagdes, les pigments et les protéiness L
protéines issues de macroalgues marine®nt peu décrites et peu exploitées dans certains
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domaines d’activités. En effet, peu de données déet I'implication de protéines algales
ayant des activités dermocosmétiquaastitage et anti-tachg mais aussi dans le domaine de
la nutraceutique apti-inflammatoire). L’extraction de ces protéines d’intéréts reste
compliquée par le fait qu’il existe des interaci@goniques entre les polysaccharides complexes
et les protéines des parois cellulaires, empéalramextraction efficace de celles-ci (Maehre et
al. 2016). Lors des travaux antérieurs menés surjeg $s faibles rendements protéiques et
la nécessité d’augmenter la pureté avant filtrabah été mis en évidence, d’ou la nécessité
d’améliorer le procédé d’extraction et de purificatSEPROSYS (Adrien. 2016).

Dans un premier temps, l'objectif étaitogtimiser le procédé SEPROSYSafin
d’extraire avec des rendements satisfaisants mmdiécules d’intéréts (polysaccharides et
protéine). Une part importante de l'optimisatiorét®@ dédiée aux étapes de broyage (afin
diminuer la granulométrie des particules d’alguetedibérer plus facilement les biomolécules)
et de clarification (afin d’'augmenter la puret@@iiminer les fines particules d’algues créées
lors du broyage). De plus, le procédé nécessigtitachdapté a une échelle semi-industrielle
afin d’envisager une future commercialisation. Paelg, la biomasse traitée est passée de 1 a
10 kg et la taille des installations a été modifié@ cours de ce procédeé, une fraction
polysaccharidigueRSA) contenant en majorité des polysaccharides (pureéd6% (Adrien.
2016)) et une fraction protéiqueROT1) contenant en majorité des protéines ont été abten
et caracteérisées.

Dans un deuxieme temps, I'objectif était peoduire des fractions de bas poids
moléculaire, peptidiques (par voie enzymatique)igbsaccharidiques (par catalyse supportée)
dans le cadre du projet Neuronalg. L'un des olgedg ce projet étant la production de fractions
de bas poids moléculaires susceptibles de travéasbarriere intestinale et/ou la barriére
hémato-encéphalique, le poids moléculaire desidreetprotéiqueROTL et des fractions
polysaccharidiqueBSA a été réduit afin d’obtenir des polymeres potdletigent assimilables
par I'organisme.

Dans un troisieme temps, I'objectif était\ekdoriser les différentes fractions obtenues
grace au procédé optimisé SEPROSY®venant dJlva intestinalis(Ul) et dUlva rigida
(UR), dans le domaindermocosmeétiqueavec la mise en évidence datentiel anti-ageet
anti-tadche de certaines fractions, mais aussi dans le donmaitraceutique dans le cadre du
projet Neuronalg. Ce projet visait a démontrer gee macroalgues peuvent représenter une
alternative a l'utilisation de drogues conventidiegepour la prévention de pathologies ou il
est indispensable de contréler I'inflammation. €lescas des pathologies du systeme nerveux
central comme les troubles de 'humeur, la dépoassu I'anxiété (Dinel eal. 2011). Dans
notre société occidentale, I'obésité peut provoaquer inflammation de bas bruit en raison
d’'une production excessive de cytokines pro-inflaatomes, augmentant indirectement le
niveau d’inflammation de I'organisme et du systémaereux périphérique. Cette augmentation
peut induire, dans certains cas, des troubles tifsgei dépressifs. C'est donc dans ce contexte
gue nous avons évalué le potentiel anti-inflammnataies différentes fractions provenant
d’Ulva intestinalis(Ul) et d’Ulva rigida (UR) sur des macrophages murins, puis la capacité de
certaines fractions a améliorer les troubles cdgret dépressifs de souris obéses.
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1.1  Fournisseurs des macroalgues utilisées

Les échantillons dJIva rigidaont été collectés tous les mois, au méme endiits tbs
bassins de lagunage de_la Ferme du Douhet situd8laswd’Oléron, sur la céte Atlantique
francaise (46°00'04.4"N 1°19'32.1"W). La Ferme Marde Douhet (FMD) compte parmi les
plus grandes écloseries de production d’alevindadeade RoyaleSparus auratad Europe.

Les échantillons dJlva intestinalisont été collectés par la société Algorythme, jeune
startup basée a Ars-en-Ré, sur I'lle de Ré (46318"N 1°26'00.0"W). Elle est spécialisée dans
la récolte et I'exploitation d'algues a usages atitaire et cosmétologique, ainsi gu’un usage
destiné a la recherche médicale.

1.2 Production des fractions

111.2.1 Procédé Seprosys ® :

La societéSEPROSYS(Séparations Procédés Systemes) est une socefé hala
Rochelle spécialisée dans le développement dei@wuti'extractions et de séparations de
molécules. Au cours de I'année 2011, I'entreprisk®eeloppé un procédé de fractionnement
de biomolécules issuesUlva sp. Ce procédé fait 'objet d’'un brevet francayarag pour
identifiant FR2998894 (B1) (Baudouin @&t 2012). Ce procedé innovant de « chimie verte »
(dans le sens ou il ne fait intervenir ni acidesalvant) a pour objectif de valoriser une biomasse
jusqu’ici peu exploitée au niveau industriel : tieacroalgues vertes de typéva sp.

Mode opératoire: 1 kg d’algues séches sont trempées dans 20du ditra-pure pendant 10
min a température ambiante. Les algues sont erssst@ées et pressées a l'aide d’'un céne en
tissu, puis broyées dans 5 L d’eau ultra-pure &8ffsqu’a I'obtention de particules de moins
de 2 mm de diameétre. Les 5 L de broyat sont ensaitsférés dans une cuve thermostatée a
80°C contenant 10 L d’eau ultra-pure tempérée & §gure 47).

L’extraction est réalisée sous agitation constani@ide d’'un agitateur a pales a une vitesse de
rotation de 10 tours/min pendant 2 hexkfrait aqueux (EA) obtenu a l'issue de la macération
est soutiré de la cuve et filtré.

Une cinquiéme étape d’ultrafiltration est effectadi@ d’obtenir, d’'une paryn rétentat (R)
concentré contenant les molécules de plus grantle, tet d’autre partun perméat (P)
contenant les éléments de plus petite taille, iedee a 15 kDa. Cette étape d'ultrafiltration fait
suite a I'extraction aqueuse ou environ 13 litregu$ d’extraction sont récupérés. On utilise
alors une unité d'ultrafiltration équipée d’'une nieane de type Kerasep KBW 15 kDa de
Novasep Process.
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Ulvarigida lavée

!

BROYAGE + Extraction aqueuse 80°C, 2h

/\

Extrait Aqueux (EA) Pulpes

l

Ultrafiltration 15 kDa, 80°C

—

Rétentat (R) Perméat (P)

l

Déminéralisation, Echange d’ions

l

Floculation + centrifugation

/N

Fraction protéique (PROT1) Fraction polysaccharidique (PSA)

Figure 47 : Schéma du procédé de fractionnement de biomolécules issues de macroalgues vertes breveté par la société
Seprosys.

La filtration est réalisée a 80°C, 5 bars et a @pitdde circulation de 450 L/h, soit une vitesse
de circulation de 5 m/s. La filtration est pourseijusqu’a obtenir un rétentat d’environ 4°B,
qui est alors soutiré de l'unité. Le rétentat (1) ®st ensuite déminéralisé par passage sur une
colonne contenant 100 mL de résine anionique ttetlype Amberlite FPA 98 sous forme OH

, montée en série avec une colonne contenant 20@entésine cationique forte de type
Amberlite IR 120 sous forme H+. La circulation $&ftue a I'aide d’'une pompe péristaltique

a un deébit de 2 BV/h pour la résine cationique $¢pge en boucle). Le produit déminéralisé est
ensuite laissé a décanter dans une cuve a 80°G@uueh.

Le surnageant purifié riche en polysaccharidefaad est alors séparé du culot protéique par
centrifugation a 2150 g pendant 30 min. On obtilemtc une fraction riche en polysaccharides
sulfatésPSA) et une fraction riche en protéingsROT1).

83



Matériels et Méthodes

111.2.2 Dépolymérisation de la fraction
polysaccharidique

Les fractions polysaccharidiques provenanuUlda rigida (PSA-UR) et dUlva
intestinalis(PSA-UI) ont été dépolymeérisées d’'apres la méthode miseiat Iprs de la these
précédente (Adrien. 2016) afin d'obtenir des fi@usi d’oligosaccharides de bas poids
moléculaires appelé&SB-URetPSB-UI. La fractionPSA-UR a été solubilisée a 25 mg. mL
v et dépolymeérisée sur une résine AMBERLITE ™ FPER3La fraction PSA-Ul a été
solubilisée a 25 mg. mlet dépolymérisée sur une résine AMBERLITE ™ 15 WET

Le circuit de dépolymérisation comporte une pomg@easgaltique et une colonne contenant 10
mL de AMBERLITE ™ FPC23 H ou 15 WET. La solutionlygaccharidique et la colonne
sont maintenues a 80 ° C tout au long de I'expégieha sortie a été réglée a 12 mL.tin
Toutes les heures pendant 24 heures, des aliquted mL ont été collectées. La
dépolymérisation a été suivie par HPL-SEC. Aprasragentifié le temps de dépolymérisation
correspondant au poids moléculaire attendu, laymtimh de la fraction a été préparée de
maniéere similaire. La réaction de dépolymérisasi@ié interrompue au moment opportun pour
chaque fraction et le pH a été neutralisé avedWWde NaOH. Les fractions ont ensuite été
congelées a -80°C puis lyophilisées.

111.2.3 Dépolymérisation enzymatique de la fraction
protéique

a. Digestion enzymatique : Utilisation du cocktail Fl&ourzyme

Les fractions protéiqueBROT1-UR et PROT1-Ul ont été solubilisées a 10 mg. L
et hydrolysées en utilisant le cocktail enzymatigtrés répandu dans lindustrie
agroalimentaire : Flavourzyme ® de chez Novozynfdavourzymeest une préparation
enzymatique contenant des protéases provenagpdigillus oryzae Elle contient huit
enzymes : deux aminopeptidases, deux dipeptidytigeeses, trois endopeptidases et une
amylase (Merz atl. 2015)

Le protocole a été adapté a partir du brevet degsli@lietal. (2015). Les fractions ont été
préalablement chauffées a 50 °C avant I'ajout diktzdl enzymatique. L'’enzyme est ajoutée
a toh a hauteur de 4 % (v/v). Le mélange réactioestehauffé a 80°C durant 24 heures. Toutes
les heures pendant 24 heures, des aliquotes dedhtrdté collectées. L’hydrolyse a été suivie
par une chromatographie a haute permeéabilité dur ge
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L'enzyme est inactivée, a chaque temps d’hydrolgsegugmentant la température du milieu
réactionnel a 95°C pendant 15 minutes afin de picé l'arrét de la protéolyse par
dénaturation thermique de I'enzyme. Une fois I'en@yprécipitée, la séparation de I'nydrolysat
du mélange réactionnel est réalisée par centrifugat une vitesse de 5000 rpm. Le culot est
ensuite éliminé. Les hydrolysats sont ensuitegglisur des filtres 0.22 um, congelés a — 80°C
puis lyophilisés.

b. Digestion enzymatique : Utilisation de la trypsine

Standards, réactifs et échantillons :

» Trypsine Bovine Pancréas (Sigma Aldrich, T1426)
» Acide formique (Sigma Aldrich, FO507)
» Acétonitrile (Sigma Aldrich, 271004)

Mode opératoire :

Les fractions protéiqueBROT1-Ul et PROT1-UR ont subi une digestion trypsique
durant 24h, & 38°C dans un tampon Tris HCI 0,09IN8, [trypsine] a 500 pg/ml. Les peptides
obtenus ont été ensuite sépareés et analysés pdt@NISE. Les peptides ont été élués sur une
colonne BEH C18 (ACQUITY UPLC BEH C18 Column, 13087 pum, 2.1 mm X 100 mm,
1/pk) chauffée a 25°C avec le méme gradient utjis&cédemment : Eau + 0.1% acide
formique/ Acétonitrile + 0.1% acide formique. Lempfides obtenus sont ensuite comparés aux
peptides de la banque de dontédIPROTKB (critere de sélection : Algues vertdbra).
Cette base de données permet de retrouver l'iéeditla protéine contenant les séquences
peptidigues libérées lors de I'hydrolyse trypsique

I11.L3  Caractérisation biochimique et structurale

11.3.1 Dosages biochimiques

a. Dosage colorimétrique des sucres totaux

Le dosage des sucres totaux est effectué par laonetde phénol /acide sulfurique
introduite par Dubois atl. (1951). Les liaisons glycosidiques sont hydrolyséeshaud, en
présence d’acide sulfurique concentré et la déstgtion des unités osidiques conduit a la
formation de composés furfuriques. Ces dernieesagissent avec les composés phénoliques
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(phénol) par condensation pour former des compagesoloration orange-jaune. Leur
apparition est suivie en mesurant 'augmentatiotadiensité optique a 485 nm.

Standards, réactifs et échantillons

- Rhamnose (Sigma-Aldrich) & 1 mg. rL
« Solution de phénol 5 %, Acide sulfurique 96 % (SégAidrich)
- Echantillon a analyser a 1 mg. rL

Mode opératoire :

Dans des vials en verre, 40ul de la solution ardszsg ajoutés a 40ul de phénol 5% et a 200ul

d’acide sulfurique pur. Le mélange réactionneliestibé durant 30 minutes, a 90°C et dans

I'obscurité. Les échantillons sont, par la suiéd;aidis dans la glace. Les densités optiques sont
ensuite lues a 485nm dans une microplague 96 pintsgamme de Rhamnose allantde 0 a 1
mg. mL! a été réalisée.

b. Dosage colorimétrique des aegluroniques

Le dosage des acides uroniques est inspiré detlodeéde Blumenkrantz et Asboe-
Hansen (1973) modifiée par (Filisetti-Cozzeét1991).

Standards, réactifs et échantillons :

- Acide glucuronique (Sigma-Aldrich G5269) a 1 mg. L

« Solution de tétraborate de sodium a 0.075 M dilagsdde I'acide sulfurique 96 %,
solution de méta-hydroxydiphényle (mHDP) a 0,15t%odution d’acide sulfamique a
4M

- Echantillon a analyser a 1 mg. rL

Mode opératoire :

Dans des vials en verre, 200 ul de la solution sedsgont ajoutés a 20 ul d’acide
sulfamique a 4M. Le mélange réactionnel est vortasant I'ajout de 1,2 ml de tétraborate de
sodium a 0.075M. La totalité est ensuite vortexéaaibée durant 20 minutes, a 80°C et dans
I'obscurité. Les mélanges réactionnels sont refsaidns un bain de glace avant I'ajout de 80
pnL de mHDP a 0,15%. Aprés une forte agitationdiessités optiques sont ensuite lues a 525
nm dans une microplaque 96 puits. Une gamme d’agidrironique allant de 0 & 1 mg. L
a ete realisée.

c. Dosage colorimétrique des protéines selon la méthedle Lowry

Cette méthode a été développée par Lowal.gt1951) qui ont combiné une réaction
au biuret et une réaction au réactif de Folin-Gteca Ce dernier, a base de phosphomolybdate
et de phosphotungstate, réagit avec les tyrostries tryptophanes, pour donner une coloration
bleue qui s'ajoute a celle du biuret.
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Standards, réactifs et échantillons :

« Bovine Serum Albumin (Sigma-Aldrich G5269).

- Reéactif de Lowry : tartrate double sodium potassau@?b, sulfate de cuivre a 1%
et carbonate de sodium dans 2% dans NaOH a 0,1M1(QD)

« Réactif de Folin :

- Echantillon & analyser & 1 mg. rL

Mode opératoire :

Dans une microplaque 96 puits, 25 ul de soluti@oser sont ajoutés a 75 pl de réactif de
Lowry avant une incubation de 20 min a tempéraamnbiante et dans I'obscurité. Puis 125 pl
de réactif de Folin (dilué 1/20) sont ajoutés alamge réactionnel. Une seconde incubation de
30 min, & température ambiante et a I'obscuriténésessaire avant une lecture a 750 nm. Une
gamme étalon de BSA (Bovine Sanguin Albumine) @006 mg. mt! a été réalisée.

d. Détermination du taux d’azote par la méthode du Kjédahl

Ce dosage comprend deux étapes selon la méthoe ghée Kirk (1950). La premiére
est une étape de minéralisation. Le but est deadégta matiére organique azotée sous la forme
de sel d'ammonium.

Equation de minéralisatiorMatiére organique = NH4*

Le pH acide permet au sel d'ammonium d'apparaitre sa forme acide de I'ammonium NH4
La dégradation de la matiere organique azoté sa faide d'un catalyseur (du sulfate de cuivre
et du sulfate de potassium), de l'acide sulfurigeaute température (380 °C). La deuxieme
étape est une étape de distillation de I'ammoniamnfiggout de soude : on cherche a transformer
'ammonium sous sa forme volatile, I'ammoniac.

Equation de la distillationNH4+ + NaOH - Na + H20 + NH3

Standards, réactifs et échantillons :

 Comprimé Catalyseur de Kjeldahl (Sigma-Aldrich 168d250) ajouté dans chaque
matra.

* NaOH (Sigma-Aldrich 795429), solution d’acide baegg (Sigma-Aldrich B6768),
solution d’acide chloridrique 37% (Sigma-Aldrich&318)

e Urée (Sigma-Aldrich 1.08488)

Mode opératoire :

Pour la minéralisation, 1 g de chaque échantilkiraputé dans des matras, avec 2 comprimés
du catalyseur. Un matra contenant uniguement legodmés est utilisé a blanc et un autre
matras contenant une quantité connue d'urée @séatcomme témoin. Ensuite, 10 ml d'acide
sulfurique sont ajoutés dans chaque matra. Ledi@adusont ensuite chauffées pendant 2

87



Matériels et Méthodes

heures a environ 400 ° C. Apres la minéralisatemdjstillation est effectuée pendant 6 minutes
apres addition de 50 ml de NAOH a 30% et de 50 'sduddistillée. Le liquide est ensuite
recueilli dans une solution d'acide borique (4%,46b) et titré avec de I'HCI 1M.

e. Dosage colorimétrique des sulfates

La quantité de sulfates liés aux polysaccharidé® aléterminée par I'utilisation de la
méthode de dosage colorimétrique développée paedaq al. (1968). Dans un milieu aqueux,
le 3- amino-7-(diméthylamino) phénothizin-5-ium afitle (Azure A) va complexer les
groupements sulfates. Le complexe chromophore @metcouleur violette mesurable au
spectrophotometre a 535nm.

Standards, réactifs et échantillons :

- Dextran sulfaté a 17% (Sigma-Aldrich D6049) a 1 mg:*.
« Solution d’Azure A (Sigma-Aldrich A6270) a 10 mg/L
- Echantillon a analyser & 1 mg. tL

Mode opératoire :

Dans un puit sur une microplaque 96 puits, 20 péclaantillon (dilué si nécessaire) sont
mélangés avec 200 pL de solution aqueuse d’Azugel® mg. mtL. La concentration des
groupements sulfates est déterminée a partir deolte linéaire de la gamme étalon réalisée
avec le Dextran sulfaté a 17% (0, 10, 20, 30, 8Q;&. mL?).

f. Dosage colorimétrique des lipides

A chaud en milieu sulfophosphorique, les lipidesai@opent avec la vanilline une
coloration rose dosable au spectrophotométre. @sttion a été mise en évidence par Chabrol
et Charonnat (1937).

Standards, réactifs et échantillons :

« Chloroforme (Sigma-Aldrich 1.02442) et Hexane (SigAidrich 270504) en solution
(2/1 viv)

« Acide sulfurique, 96 % (Sigma-Aldrich)

« Vanilline (Sigma-Aldrich) et acide phosphorique8/6 (Sigma-Aldrich)

- Gamme étalon a partir d’une huile végétale allad @ 5 mg. £

- Echantillon & analyser a 1 mg. miL

Mode opératoire :

Dans des vials en verre, 50 pL d’échantillon ougdenme étalon + 100 pL de solvant
chloroforme-hexane sont évaporés a 90°C. Ensuit@,ll d’acide sulfurique a 96 %. On
incube a 90°C sont ajoutés pendant 10 minutesviaés en verre sont refroidit dans un bain
de glace afin de faire diminuer la température.

88



Matériels et Méthodes

Une premiéere lecture a 540 nm est nécessaire afglaffranchir du bruit de fond causé par le
solvant. Par la suite, 100 pL de vanilline diluémside 'acide phosphorique (0.5 mg. L
dans de l'acide phosphorique & 68%) sont ajoutés léa vials en verre. Ils sont ensuite incubés
pendant 5 minutes a température ambiante et led®rkabsorbance a 540 nm dans une
microplaque 96 puits.

g. Dosage colorimétrique des polyphénols

Le dosage des polyphénol a été effectué en utilisaréactif de Folin-Ciocalteu. Le
réactif est constitué par un mélange d'acide phaosplystique (HPW.O.) et d’acide
phosphomolybdique (BRMo..O.,). Il est réduit, lors de I'oxydation des phén@s,un mélange
d’oxydes bleus de tungstene et de molybdéne (RibéGayon, 1968).

La coloration produite, dont I'absorption maximurst eomprise entre 725 et 750 nm est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présdans les différentes fractions.

Standards, réactifs et échantillons

- Réactifs de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich)
- Carbonate de sodium (Sigma-Aldrich) a 20 %
- Acide gallique (Sigma-Aldrich), gamme étalon alldetO & 0,5 mg. mt

Mode opératoire :

Dans des tubes a hémolyse en verre, un volume@gl28e chaque extrait ou gamme étalon
a été ajouté, avec un mélange de 1 ml de réadiif-Edocalteu dilué 10 fois. On ajoute ensuite
800uL d'une solution de carbonate de sodium a 20 %tlless sont agités et incubés pendant
30 minutes a température ambiante dans I'obsclutabsorbance est lue a 765 nm. Une courbe
d’étalonnage a été réalisée en parallele dans &wes conditions opératoires en utilisant
I'acide gallique a différentes concentrations @%mg. mLY).

111.3.2 Electrophorese SDS-PAGE

Une électrophorese SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfateolyacrylamide Gel
Electrophoresis) est réalisé dans un systeme discatiapres la méthode décrite par Brunelle
et Green (2014). Les différents échantillons sépiodés au-dessus d’'un gel de polyacrylamide
composé d’'un gel concentration 4.5% et d'un geséearation 12.5 a 17 % (10 x 12 x 0,15
cm).

Standards, réactifs et échantillons

« Acrylamide/Bisacrylamide (Sigma Aldrich A0925), Zma-Base (Sigma
Aldrich 93362), Dodécyl sulfate de sodium (Sigmardh L3771), persulfate
d’ammonium (Sigma Aldrich A3678), tétraméthylétmgdeliamine (Sigma
Aldrich T9281)
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« Precision Plus Protein ™ Standards All Blue (Bid)ra
+ Page Blue™ Protein Staining Solution (Thermo Figche

Mode opératoire:

Afin d’obtenir un gel de séparation a 17% de palykenide, 3,125 ml d'eau ultrapure, 4,275
ml d'acrylamide, 2,5 ml de tampon Tris 1,5 M a pB, 8,1 ml de solution de dodécyl sulfate
de sodium (SDS) a 10%, 50 pL de solution de patuld'ammonium (APS) et 10 uL de
tétraméthyléthylénediamine (TEMED) sont mélangés.

Afin d’obtenir le gel de séparation a 12.5 % deypotylamide, 2,3 ml d'eau ultrapure, 3,40 ml
d'acrylamide, 2,5 ml de tampon Tris 1,5 M a pH 8,8 ml de solution de dodécyl sulfate de
sodium (SDS) a 10%, 50 pL de solution de persulééaamonium (APS) et 10 pL de
tétrameéthyléthylenediamine (TEMED) sont mélangés

Afin d’obtenir le gel de séparation a 4% de poly&nide, 6,425 ml d’eau ultrapure, 0,975 ml
d'acrylamide, 2,5 ml de tampon Tris 0,5 M a pH 6,8, ml de solution de dodécylsulfate de
sodium (SDS) a 10%, 50 pL de solution de persulééagamonium (APS) et 10 pL de

tétraméthyléthylénediamine (TEMED) sont mélangés.

Un marqueuPrecision Plus Protein ™ Standards All Blaant de 10 a 250 kDa est
déposé dans le premier puit . Les échantillongp@dsky sont dilués dans du tampon de charge
1X (a partir d’'une solution a 4X contenant 500 mksIHCI pH 6,8, glycérol (vol/vol) 40%,
B-mercaptoéthanol 20%, SDS 8% (p/v), bleu de Brordoph0,4%) puis dénaturés pendant 5
min a 100°C. 3 pL du marqueur de 10-250 kDa atR@e chaque échantillon sont déposés
dans les puits. L'électrophorése est réalisée glatampon de migration (Tris 25 mM ; Glycine
192 mM ; SDS 0,1% p/v), a 25 mA jusqu’a ce queadat de migration arrive en bas du gel.
L'électrophorese est réalisée dans le systeme RROTEAN Tetra de BIO-RAD, sous 90
volts, pendant 2h30. Apres un lavage avec de lid@mapure, le gel est coloré par le bleu de
Coomassid’age Blue™ Protein Staining Solutipendant 30 minutes. Le gel est ensuite lavé
3 fois avec de I'eau ultrapure durant 30 minutes pubesoin, durant une nuit sous agitation
lente a température ambiante. Les images sontuddenl'aide de Gel Doc EZ Imager de BIO-
RAD, avec le logiciel Image Lab. 4.1.

111.3.3 Analyses chromatographique et spectromagi

a. Analyses HPLC/RID des différentes fractions pgkaccharidiques

Les analyses structurales des extraits polysaacibads PSA-UR, PSA-Ul, PSB-UR
et PSB-UI) ont été effectuées sur un systeme HPLC Agilechirtelogies 1100 LC / RID
utilisant successivement deux colonnes de chromegtbge a exclusion : TSK gel 5000 PW (L
x |.D. 30 cm x 7.5 mm) et TSK gel 4000 PW (L x I.Z@ cm x 7.5 mm) maintenues a 30 °C.
Le tampon d'élution est une solution d'acétate mfamum 0,1 M (Adrien Dit Richard
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2016). 20 pL d'extrait a 1 mg. mlbont été injectés, apres avoir été préalablemérddi Le
débit d'élution a été fixé a 1 mL / min. Les pragsubnt été détectés et quantifiés par
réfractométrie différentielle en utilisant le logik HP Chemstation hors ligne pour le
traitement. La courbe standard a été réalisée degstandards de Pullulan compris entre 1,3
et 348 kDa. Les profils HPLC obtenus pour chacum standards de Pullulan utilisés ont été
reportés sur le chromatogramme ci-dessbigsre 48. Le poids moléculaire moyen en nombre
(Mn), le poids moléculaire moyen en poids (Mw)digré de polymérisation (DP) et l'indice
de polydispersité (I) ont été calculés comme tatét al, 2009) :

M.=ENXM)/ZN,
M.=ENXM2)/EN xM)
| =M./ M,

ou N est le nombre de moles d'especes polymérede Moids moléculaire des especes
polymeres et Mle poids moléculaire des unités monomeres.

500000
10 kDa
400000 i
1,3 kDa
300000 48 kDa
113 kDa 23 kDu ’
5 200000 348 kDa

100000 /N \/

0 e — — ,/ -y AL\

b 7 9 1 13 15 17 19 j\ & f

-100000 |

Temps de rétention (minute)

Figure 48 : Chromatographe HLPC/RID avec des standards de poids (Pullulan) obtenu avec des colonnes Gel Perméation
TSK Gel 5000-4000PW (débit : 1ml/min)

b. Analyses HPLC/UV des différentes fractions protéiges et peptidiques

Les analyses structurales des fractittRQT1-UR, PROT1-Ul, PROT2-UR etPROT2-
Ul) ont été effectuées a partir de la méthode migeoat par Richter et al. (1983). Elles ont
été effectuées sur un systeme HPLC Agilent teclymedo1100 LC / UV en utilisant une
colonne de chromatographie a exclusion contenanpaicules de 10 um : TSK gel 3000 SW
(L x I.D. 60 cm x 7.5 mm) maintenue a 30 ° C. Lepan d'élution utilisé est un tampon
phosphate 0.1 M contenant 0.3% de NaCl. 30 pL dgwh extrait a 1 mg. mL-1 ont été
injectés. Le débit d’élution a été fixé a 1 mL /nmiLes analyses ont été effectuées dans le
domaine de 'UV a 210 nm. Afin de suivre la divegsdes poids moléculaires au cours du
temps, nous avons utilisé une gamme avec des c@sptiant de 669 kDa et 1 kDa, en nous
basant sur la méthode décrite par Richter et @83)Lfigure 49.
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PM (kDa)
Blue Dextran 2000 3
Thyroglobuline 669 669 kDa ‘._-
Apoferritine 443 2.5 443 kDa
[

S-amylase 200 300 kDa .
Alcool DSH 150 = 2 g o
Albumine 66 S

= 1.5 66 kDa "o
Carbonique anhydrase 29 £

. = 29 kD @
o-lactalbumine 14,2 1 = L}
cytochrome ¢ 12 14,2 kDa |
insuline 3 0.5 12 kDa L
a-casomorphine 1,4 1 3 kDa
0 -&
] 2 4 [ 2 10 12 14 16

Temps de rétention (minuts)

Figure 49 : Gamme de calibration en chromatograpeé perméation/UV et standard de poids molécul&@rgvie du poids
moléculaire moyen (1 a 669 kDa)

c. Analyses des fractions protéiques en spectrométrigPLC-ESI-Q-TOF

Afin de caractériser les peptides présents, legifrass PROT2-UR et PROT2-UI, ainsi
gue leshydrolysats trypsiquesont été analysées par spectrométrie de masseQH®F)
apres séparation par UPLC (Ultra Performance Li@lidomatography).

Ce systeme est compose de :

« Une UPLC couplée au spectrométre de masse, ce qui perneeséparation des
biomolécules présentes dans les fractions.

« Une source d’électronébulisation ESI Les fractions sont introduites diluées dans un
capillaire. Le champ électrique intense a la saltiee capillaire provoque la formation
d'un nuage de gouttelettes chargées traversanttaimdment un gradient de champ
électrique et un gradient de pression dans latirede |'analyseur quadripdle.

« Un couplage de 2 analyseursun analyseur quadripdl®jJ et un temps de volTOF).

L’'analyseur quadripble est un analyseur a balaypgeitilise la stabilité de la trajectoire
des ions entre les barres pour les séparer endarde leur rapport m/z. Le second analyseur
TOF mesure le temps que mettent les ions a pardauwtistance du tube de vol aprés avoir été
accélérés par un champ électrique. Un signal aeani\du détecteur a un temps donné du
balayage correspond a un m/z donné. C’est un analyde haute résolution qui permet de
mesurer la masse exacte et de déterminer la forlomute d’'un composé détecté. Les analyses
ont éte réalisées en utilisant le systeme AcquiRy O H-Class (Waters, Milford, USA) couplé
au spectrometre de masse Xevo G2 S Q-Ti@fure 50 équipé d’'une source d’ionisation
electrospray (Waters, Manchester, United Kingdom).

92

18



Matériels et Méthodes

Figure 50 : Systeme Acquity UPLC H-Class (Watersfauti| USA) coupléu spectrométre de masse Xevo G2 S Q-TOF, présent
sur la plateforme d’Analyse Haute Résolution denitécules du laboratoire LIENSs

La séparation chromatographique a été effectuéermu€olonne Acquity UPLC HSST3, (150
mm x 2,1 mm x 1,7um) maintenue a une température de 25°C. Les phasdiles
(eau/acétonitrile + 0,1% acide formique) utilisé@snent un systéme d’élution correspondant
a un gradient en fonction du tempahleau 9.

Le volume d’injection est de 10L. Le systeme d'auto-échantillonnage est maintennex
température de 4°C. Le débit d’élution est de 0/&im.

Les parameétres utilisés pour les analyses de spe¢trie de masse sont :

- ESI Mode Positif (50-2500 m/z), en mode centroideguience de scan 0,5 s/scan
« Tension du capillaire: 3 kV ; Tension du cone : 35V

- Température de la source 120°C

- Température de désolvatation 500°C

- Débit de gaz au niveau du cone50 L/h

- Débit de gaz de désolvatation300 L/h

- Lockmass: Leucine Enképhaline (M = 555,62 Da,1 pb:) avec un débit de@_/min

- Analyse MS/MS: basée uniqguement sur I'intensité des ions ausodw run UPLC
MS bascule vers MS/MS si l'intensité d’'un ion dégaS00 000/s
MS/MS rebasculée vers MS quand lintensité de l'atwite en dessous de 10
000 (ou au bout de 10 s)
Energie de collision : rampe de 15 a 35 eV
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Tableau 9 : Gradient d’élution utilisé pour la sépton des fractions par UPLC

Temps (min) Eau + 0,1% acide formique Acétonitrile + 0,1% acide formique
0 100 0
2 100 0

25 99 1
99 1
4 97 3
55 97 3
8.5 95 5
10 95 5
15 90 10
18 90 10
22 80 20
27 80 20
30 70 30
34 70 30
36 0 100
38 0 100
40 100 0
45 100 0

Les acquisitions et le traitement des donnéestenmealisés en utilisant le logiciel « Mass Lynx
Version 4.1 » de Waters. Le module « Bio lynx >iséia permis de proposer et de vérifier la
séquence des peptides apres fragmentation MS/MS.

d. Détermination de la composition en acides aminés

Une méthode permettant de quantifier les acides@asiprésents au sein d’un échantillon
a éeté mise au point. Cette méthode permet de desercides aminés totaux et/ou libres en
utilisant un systeme Acquity UPLC H-class (Wateygporation, Milford, Etats-Unis) couplé a
un spectromeétre de masse haute résolution Xevo QZF®F (Waters corporation, Milford,
Etats-Unis). La concentration en acides aminésptégsians chaque échantillon a été calculée
grace a une gamme d’étalonnage. Les acides amihésoinjectés a des concentrations allant
de 0,5 a 25 mg/L, solubilisés et dilués dan®MeOH/acide formique (95:5:0,5, v/v/v). Les
conditions chromatographiques utilisées sont dasidéas le tableau suivant :

Temps (min) Solvgnt A H20/MeOH/acide Solyant B H20/MeOH/acide
formique (95:5:0,5, viviv)%) | formique (50:50:0,5, v/v/vV)%)

0 100 0

2 100 0

7 30 70

8 100 0

13 100 0
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Les parametres utilisés pour les analyses de speétrie de masse sont :

- ESI Mode Positif (50-1200 m/z), en mode centroide, fréquence de @&as/scan
« Tension du capillaire: 3 kV ; Tension du cone : 35V
« Température de la source 120°C
« Température de désolvatationn 500°C
- Débit de gaz au niveau du cé6ne50 L/h
- Débit de gaz de désolvatation 300 L/h
- Lockmass: Leucine Enképhaline (M = 555,62 Da,1 pb:) avec un débit de@_/min
- Analyse en mode MS:
- Fonction 1, basse énergie : 5 eV
- Fonction 2, haute énergie : rampe de 10 & 30 eV

Le logiciel Chromalynx nous a permis de détecteteetioser les acides aminés selon leur m/z,
selon la masse des ions immoniums et selon leysdata rétention. L'intégration des pics a
ete vérifiee manuellement. Afin de déterminer lanposition en acides aminés libres, les
différents échantillons ont été injectés a 2,5 nig.iEn ce qui concerne la détermination des
acides aminés totaux présents dans un échantli#sndifférentes fractions ont subi une
hydrolyse totale : 10 mg de matiere premiere dildedss 1 ml d’HCI 1M ont été chauffés a
100°C pendant 2 h. Les échantillons ont ensuiteétéralisés a la soude (1 M) puis filtrés sur
0,22 um. Le chromatogramme et les temps de réteahbtenus pour chaque acide aminé sont
présentés ci-contigableau 10).

Tableau 10: Temps de rétention et coefficientsodeations obtenus pour chaque acide aminé lor§idgction sur
colonne HSS T3 (2,1 x 150 mm, A7) débit 0,3 ml/min, 25 °C.

Acides aminés Temps de rétention Linéarité en mg/L  Coefficient de corrélation

Lysine (Lys) 1,06 min 1,5-25 0,9831
Histidine (His) 1,09 min 1-25 0,9836
Arginine (Arg) 1,11 min 1-25 0,9856
Cystéine (Cys) 1,11 min 1,5-25 0,9835

Glycine (Gly) 1,13 min Glycine impossible a doser par manque de linéarité
Serine (Ser) 1,13 min 2-12,5 0,9785
Asparagine (Asn) 1,13 min 1,5-17,5 0,9871
Acide aspartique (Asp) 1,15 min 5-12,5 0,9849
Glutamine (GIn) 1,15 min 1,5-25 0,9873
Alanine (Ala) 1,17 min 5-12,5 0,8043
Thréonine (Thr) 1,17 min 5-17,5 0,9771
Acide Glutamique (Glu) 1,19 min 1,5-25 0,9836
Proline (Pro) 1,26 min 1,5-25 0,9883
Valine (Val) 1,66 min 5-17,5 0,9897
Méthionine (Met) 1,85 min 1,5-25 0,9844
Tyrosine (Tyr) 2,38 min 1,5-25 0,9763
Isoleucine (lle) 2,97 min 1,5-25 0,9903
Leucine (Leu) 3,26 min 1-25 0,9911
Phénylalanine (Phe) 5,25 min 1-25 0,9833
Tryptophane (Trp) 6,94 min 1,5-25 0,9742
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111.3.4 Fractionnement des hydrolysats par ulttattion

Afin de déterminer les répartitions des peptideseemes de poids moléculaire dans
chaque hydrolysat, les hydrolysats peptidiques $ittnés sur difféerentes membranes de
filtration ayant des seuils de coupure différeBt&Da, 10 kDa et 50 kDa).

Standards, réactifs et échantillons

« Membrane :Amicon Ultra 0.5 mL centrifugal filter8 kDa, 10 kDa, 50 kDa (Sigma
Aldrich).

Mode opératoire : 500 pL de chaque hydrolysat, préalablement fitnédes filtres 0.22 um,
ont été insérés dansAinicon ultra 0.5 meét centrifugés a 14 000 xg pendant 25 minutes, 15
minutes et 5 minutes respectivement pour les memebrde séparation 3 kDa, 10 kDa et 50
kDa. Cette étape a permis de récupérer le pernoddtrtant les molécules ayant un poids
moléculaire en dessous de 3 kDa, 10 kDa et 50 kCfarection de la membrane utilisée. Une
fois le filtre retourné, une centrifugation a 108 pendant 2 minutes pour toutes les
membranes permet de récupérer le rétentat contkssamiplécules ayant un poids moléculaire
au-dessus de 3 kDa, 10 kDa et 50 kDa en fonctiota deembrane utilisée. La teneur en
protéines a ensuite été dosée en utilisant la rdéte Lowry figure 51J).

500 pL

4.1

Dosage de la
concentration protéique
par la méthode de
Lowry

PROT 10u 231 mg/mL

ETAPE 1: Filtration ETAPE 2 : ETAPE 3:
par centrifugation. Récupération Récupération
du Perméat. du 2Rétentat.

Figure 51: Schéma récapitulatif de la procéduraidvee afin de fractionner les différents hydrolysaar ultrafiltration.
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I11.4  Activités biologiques et culture cellulaire

111.4.1 Lignées cellulaires

La lignée de celluleB16F0 (mélanocytes murins, ATCC-CRL-6322) est une ligiée
cellules immortalisées issue d’'un melanome de spatiprovient de American Type Culture
Collection (ATCC).

La lignée cellulaircRAW 264.7 (macrophage murin, ATCC-TIB-71) est une lignée de
macrophages murins immortalisée provenant d’uneturimduite par le virus de la leucémie
murine d'Abelson et provenant de American Typew@alCollection (ATCC). Les deux lignées
cellulaires sont cultivées dans du DMEM contenadit%d de SVF et 1% de pénicilline-
streptomycine.

Les lignées fibroblastiqueEDD 1059Sk et CDD 1090Sk (fibroblastes humains,
ATCC® CRL-2106™, ATCC® CRL-2072™) sont des lignédsoblastiques humaines
provenant de American Type Culture Collection (ATCCes deux lignées cellulaires sont
cultivées dans du milieu Eagle essentiel minimaE®1) additionné de 10% de SVF et 1%
d’antibiotiques.

Les cellules ont été cultivées dans un incubatemitiifié a température contrélée (37°C) avec
5% de CQ Elles ont été ensemencées dans des flasquedtale aentilées en surface de 75
cm? et elles ont été trypsinées lorsqu’elles étaaeplus de 80% de confluence. Le milieu de
culture a été renouvelé tous les 2 a 3 jours. kedales ont été utilisées apres le gassage
pour les expériences. Le sérum de veau fcetal (8VIE) milieu Eagle modifié par Dulbecco
(DMEM) proviennent de Eurobio. Les autres produitsviennent du fournisseur Sigma
Aldrich.

I11.4.2 Evaluation de I'impact des extraits suwvlabilité
cellulaire

a. Test de viabilité cellulaire : Test MTT

Le test MTT a été utilisé selon la méthode déquae Mosmann (1983). Le MTT
(bromure de 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl] -2,5-diphdtetrazolium) est un substrat chromogéene
réduit par les déshydrogénases mitochondrialesalkesges vivantes. Le principe du test repose
sur l'utilisation d’'un sel de tetrazolium qui estluit en cristaux de formazan par des enzymes
intracellulaires des cellules vivantes. La quanti& cristaux de formazan produite est
proportionnelle a l'activité métabolique des cadhilfigure 53. Ce composé insoluble de
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couleur violette est solubilisé dans du DMSO pampettre son dosage spectrophotométrique
a 570 nm.

_ Suecinate B ,Cj
M-y p

- | deshydrogénase O_\y N
Q' {Jwﬁr'q:r_s N=N_g
Br N “} CH, N N?—QH'_-
CH, CHy
MTT MTT formazan

Figure 52 : Réaction biochimique de la transforroatdu MTT en cristaux de formazan (violet).

Mode opératoire : Les cellules sont ensemencées 24 heures dansatpseplde 96 puits a
5.1C¢ cellules/mL (CDD 1059/1090), a 2,53dellule/mL (B16F0) et a 7,5.1@ellule/mL
(RAW 264.7) pour leur permettre d’adhérer. Ensugties sont traitées avec des concentrations
croissantes d’extraits a tester dans du milieu detmlpes microplagues sont incubées 24 heures
et 48 heures a 37°C. 25 uL de MTT sont ajoutés daaque puits et les microplaques sont
incubées pendant 4 heures a 37°C.

Le milieu est ensuite éliminé et 200 pL de diméhifbxide (DMSO) est ajouté dans chaque
puits pour dissoudre les cristaux violets de formmagroduits. Les microplaques sont ensuite
incubées pendant 20 minutes. La lecture d’absosbsiest faite a 570 nm en utilisant un lecteur
de microplaques.

b. Test de mortalité cellulaire : Test de Lactate désfdrogénase (LDH)
La cytotoxicité des cellules a été évaluée par lkesure de la LDH (enzyme

intracellulaire) libérée dans le milieu de cultyar des cellules endommagées d’apres
'adaptation du protocole décrit par Holmgren et(2015) {igure 53.

———, Pyruvate NADH,H+

Cellule
\ endommagée
%

; >LDH

!
/

Lactate MNAD+ Formazan violet

Figure 53 : Réaction biochimique de la transforroaties sels de tetrazolium (jaune) en cristauwodadzan (violet).
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Mode opératoire : Les cellules sont ensemencées 24 heures dandadged de 96 puits a
5.1¢ cellules/mL. Les cellules cultivées sont traitéasnon avec les différents extraits, dans
du milieu contenant 1% d’antibiotique, puis incub@37°C pendant 48 heures. A la fin de
l'incubation, la cytotoxicité engendrée par le$édénts traitements est déterminée en utilisant
le kit de dosage de l'activité de la LDH (Sigma #dth, MAKO66-1KT) en suivant les
instructions du fabricant. Les microplaques sontrifeigées a 250 xg pendant 10 minutes. 100
ML de surnageant sont placés dans une nouvell®phacue puis 100 pL de réactif LDH ont
été ajoutés dans chaque puit. La microplaque eabée 30 minutes a 15-25 °C. La lecture
d’absorbance s’est faite a 750 nm en utilisantegtelur de microplaques.

111.4.3 Détermination de I'activité anti-age

a. Dosage du collagéne

La production de collagéne a été mesurée en utilisgprocédure de coloration rouge Sirius
selon la méthode décrite par Ravelojaona (2008).

Mode opératoire : 500 pL de suspension cellulaire ont été dépodaes des plaques 24 puits
a5.10 cellules /ml. Aprés 2 heures, les échantillotsséer, dilués dans du milieu sans SVF,
sont mis au contact des cellules aux concentratidaguates. Aprés 24 heures, les surnageants
cellulaires sont prélevés et conservés au congel&@0°C) figure 59.

1. Les puits sont lavés 2 fois avec du PBS.

2. Les cellules sont ensuite fixées pendant 1 heuee &vmL de solution de Bouin a
température ambiante.

3. Apres la fixation, la solution de Bouin est retirées cellules sont ensuite lavées deux
fois avec de I'eau distillée.

4. Les cellules sont colorées avec 1 mL de solutieilgeade Sirius pendant 1 heure sous
agitation a température ambiante.

5. Les puits sont ensuite lavés successivement andadleau distillée puis avec 500 pL
d’HCI 0.1 M pour éliminer le colorant non lié.

6. Le colorant lié est finalement solubilisé dans 500de NaOH 0,1 M pendant 1 heure
sous agitation.

7. L’absorbance est lue a 550 nm en utilisant un lecte plagues (200 uL dans une
plaque 96 puits)
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olde? , 9 1 mL de solution
cellules traitées ;
e de Bain pour la

/ fixation
B 2 lavages au PBS il l’:'h 1h a température 2 lavages & l'eau
= ambiante distillée

€ 1 mL de solution @ 500 ul de
rouge de Sirius MNaOH 0,1M

s Y 1h & température Lavage & l'eau > “" ;
- ambiante sous agitation distillée et I'HCl 0,1M =

1h sous agitation

Lecture a 550 nm

Figure 54 : Protocole illustré du dosage de collagéntracellulaire

b. Dosage de I'acide hyaluronique

Le dosage de I'acide hyaluronique (AH) se fait desssurnageants cellulaires récoltés
lors du dosage de collagene. Pour effectuer cegdosa kit ELISA TeCO® Dosage de I'acide
Hyaluronique PLUS a été utilisé. Le kit ELISA estdosage sandwich sensible qui permet de
doser le taux d’acide hyaluronique dans les flulmiebgiques.

Il utilise une microplaque dont le fond des pugtsrecouvert par une protéine de liaison
de l'acide hyaluronique (HABP) d’'une part et dptatéine de liaison HABP conjuguée a HRP
pour la détection d’autre part. La protéine desbai HABP conjuguée a HRP se lie a I'acide
hyaluronigque contenu dans I'échantillon, puis réagec le substrat. L'intensité de la couleur
est proportionnelle au taux de AH contenu dansBédillon.

Mode opératoire : Afin d’éviter les interférences dues a des difféende temps d’incubation,
le conjugué HABP-HRP, la solution de substrat etolation d’arrét doivent étre ajoutés dans
les puits de la microplague dans le méme ordrevest BB méme intervalle de temps que les
échantillons. Il est indispensable d’utiliser undtipette. Laisser tous les réactifs a température
ambiante (20 — 25°C) pendant un minimum de 30 rsuPendant l'incubation, couvrir la
microplaque avec une feuille adhésive ou un coleeptiis avec une feuille d’aluminium, ou
la placer dans une chambre noire, pour éviter Bekn a la lumiere.

1. Le support et le nombre nécessaire de barrettpsitiesont préparés

2. Les standards (A a F), les contrdles (C1 et CBseéchantillons sont dilués au 1:50 a
I'aide du diluant pour échantillons.

3. 100 uL de chaque standard (A & F), contrbles (C1 etefZchantillons dilués sont
ajoutés dans les puits correspondants.
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4. Les puits sont couverts a l'aide du couvercle,neulbés 2 heures + 5 minutes a
température ambiante (20 — 25°C), sur un agitateylaques (500 tr/min).

5. Apres incubation, le contenu des puits est aspiléide d'un laveur ou séché
manuellement, et les puits sont lavés a trois sepravec 35QL de solution de lavage
diluée. Il est préférable d'utiliser un laveur auttique. Apres le dernier lavage,
décanter les puits sur du papier absorbant.

6. 100uL de Conjugué HABP-HRP sont ajoutés dans chaqueippmédiatement apres
le lavage (multipette).

7. Les puits sont couverts a l'aide du couverclenetibbés 30 = 5 minutes a température
ambiante (20 — 25°C), sur un agitateur de plagb@8 {r/min).

8. Apres incubation, le contenu des puits est aspil@aide d'un laveur, ou séché
manuellement, et les puits sont ensuite lavésareiprises avec 35 de solution de
lavage diluée. Apres le dernier lavage, les puitg séchés sur du papier absorbant.

9. 100uL de Substrat TMB 7 sont ajoutés dans chaque mpuiéddiatement aprés le lavage
(multipette).

10.La plaque est incubée 30 minutes a températureaaumeb{20 — 25°C), a I'abri de la
lumiere, sur un agitateur de plaques (500 tr/min).

11.100uL de Solution d’Arrét 8 (multipette) sont ajoutéand chaque puit

12.L’absorption des puits est lu dans les 10 minutéSGnm (Filtre de référence a (590 -
620 nm). Sila DO obtenue pour le standard Flgstrseure a 3, il est possible de faire
une nouvelle lecture & 405 nm.

Courbe des standards :La courbe standard est établie en reportant lesetrations des
standards sur I'axe des abscisses et les abs@pt@respondantes sur I'axe des ordonnées.
Les concentrations d’acide hyaluronique de chagueageant dilué sont lues a partir de la
courbe standard. Une méthode de calcul a quatreamadres est utilisé pour calculer
automatiquement les résultats. Les échantillons lésnvaleurs d’absorption sont supérieures
a celles du Standard F sont re-testés apres dealiléés a I'aide du Standard A et cette dilution
est prise en compte pour le calcul de la conceoitrahfin de valider le test ELISA, la valeur
des contrdles bas et haut sont vérifié et doivemé &imilaires aux concentrations
recommandées par le fournisseur.

Echantillons  Concentration recommandée par le fournisseur Concentration obtenue
Contrdle bas Entre 49 et 102 ng/ml 85,94 ng/ml

Contréle haut Entre 287 et 478 ng/ml 394,5 ng/ml

c. Test d'inhibition de la métalloprotéinase matriciele (MMP-1)

La MMP-1 catalyse I'hydrolyse du Mca-(7-methosycauim-4-yl-acetyl) -Lys-Pro-
Leu-Gly-Leu-Dpa-(2,4-dinitrophenyl) -k; p-diaminopropionyl-Ala-Arg-NH(figure 59.
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NO,

Figure 55 : Clivage du substrat de la MMP-1

Mode opératoire :

Il est nécessaire de maintenir une valeur de plkinape, a 7,5. Pour la maintenir, une
solution tampon contenant de la Tricine a 50 mMNaC| a 400 mM et du CaCIl2 a 10 mM a
été utilisée. L’inhibiteur de référence utilisé kespiroxicam dont I'lC50 est de 63 pM (Roberto

de Andrade Leite S., 2009). Les parametres ont dénis a la suite d'une phase
d’optimisation :

« Gain de fluorescencels00

- Concentration enzymatique final&aM
- Concentration finale du substrat@ pM
« Volume final dans chaque puitd00 pL

Les tests sont effectués directement dans la magiap. Celle-ci est incubée séparément de la
solution de substrat (0.1 mg/ml), a 25°C pendanmifutes, puis 12,5 uL de cette derniere
sont ajoutés dans chaque puits. La fluorescencaassirée a une longueur d’onde d’excitation
a 330 nm et d’émission a 390 nm durant une heuis @ pourcentage d’inhibition est calculé
selon I'équation suivante :

% d’Inhibition = 100 — Vi échantillons / Vi témoin négatif) * 100 + écart-type

111.4.4 Détermination de l'activité éclaircissante

a. Dosage de la mélanine intracellulaire

Le dosage de la mélanine intracellulaire a étécafieen adaptant le protocole décrit
par Pratoomthai et al. (2018).

Mode opératoire: Les cellules B16F0 ont été ensemencées danplagses 6 puits a une
concentration cellulaire de 546ellules/mL. L’inhibiteur de référence utilisé $ode ce test est
I'acide kojique (Sigma Aldrich). Apres 24 heureadhésion, les cellules sont traitées avec les
différentes fractions a deux concentrations (10806t g/ml) avec et sansMSH.
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Apres 48 heures au contact des différentes fragties cellules sont lavées deux fois au PBS
(2 ml/puits). Les cellules sont ensuite trypsinéesentrifugées a 1500 xg pendant 10 minutes.
Le culot cellulaire obtenu pour chaque puits est ldeux fois avec du PBS puis dissout dans
200 pL de NAOH 1M contenant 10 % de DMSO. L'enseamést ensuite chauffé a 80°C
pendant 1 heure. L’absorbance est lue & 405 nra.slumageants cellulaires ont été conservés
a -80°C afin de doser, par la suite, la sécrétiemnmeélanine dans les surnageants cellulaires.
Afin de pouvoir quantifier la quantité de mélanprésente dans chaque puit, une gamme de
mélanine est réalisée (Sigma Aldrich) dans du Nd®Hontenant 10% de DMS@dure 56.

1,200

1,000

0,800 y=94577x

R2=0,9865

0,600

0,400

Densité optique (405nm)

0,200

0,000 ¢
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0.1 0,12

Concentration (mg/ml)

Figure 56 : Gamme de concentration de mélanine intracellulaire dans du NaOH IM contenant 10% de DMSO

b. Dosage de la mélanine extracellulaire

Le dosage de la mélanine extracellulaire est eféeein adaptant le protocole décrit par
Pratoomthai et al. (2018). Les surnageant celkilalotenus lors du dosage de la production de
mélanine intracellulaire sont décongelés et cargés. Le surnageant obtenu est transféré dans
une microplaque 96 puits avec un volume final d@ |20. L’absorbance est ensuite lue a 475
nm. La quantité de mélanine présente dans lesgeanss cellulaires est obtenue grace a une
gamme de mélanine diluée dans du DMEM compigtie 57).

0,500
0,450
0,400 y=4,1801x
0.350 R2=0,9954
0,300
0,250
0,200
0,150
0,100
0,050
0,000 €

0 0.02 0,04 0,06 0.08 0.1 0,12

Concentration (mg/ml)

Densité optique (475nm)

Figure 57 : Gamme de concentration de mélanine extracellulaire dans du DMEM complet
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c. Test d’inhibition de la tyrosinase

Le test d’inhibition de la tyrosinase de champigac#té adapté d’aprés le protocole décrit
par Pratoomthai et al. (2018).

Standards, réactifs et échantillons

« Acide kojique (Sigma Aldrich K3125), Tyrosinase deampignon (Sigma Aldrich
T3824)
«  KoHPQy / KH2POy (Sigma Aldrich 1551128/551139)

Mode opératoire :

Pour déterminer les parametres enzymatiques, umengade substrat comprise entre
0,061 et 1 mM est réalisée dans une solution tandpdRHPQO et de KHPQ a 0,1 M afin de
maintenir le pH a 6,5. La solution mére de tyrostast de 20 Unité Internationale (Ul)/ml
afin d’obtenir une concentration finale de 5 Ul/nhla. microplague et la solution enzymatique
sont incubées séparément a 25°C pendant 10 mipuiss50ul de cette derniere sont ajoutés
dans chaque puits. La cinétique enzymatique egiespar mesure de I'absorbance a 475 nm
pendant 30 minutes a 25°C. L’absorbance obtenaepseportionnelle a la quantité de produit
formé au cours de la réaction enzymatique. Le legi@mega —Data permet de déterminer la
pente a l'origine de la courbe correspondant atésse initiale (vi). Le traitement de données
est ensuite réalisé avec le logiciel Sigma Pla5.12.

La concentration inhibitrice médiane (IC50) deHibiteur de référence de la tyrosinase, I'acide
kojique, est déterminée par une gamme de conciemsade O a 1@g/ml dans une solution
tampon de KHPQ et de KHPQ a 0,1 M. La concentration en substrat utiliséaledd,25 mM

et la concentration enzymatique est identiqueradthode précédente.

La microplague et la solution enzymatique sont léas séparément a 25°C pendant 10
minutes, puis 5QL de cette derniére sont ajoutés dans chaquegilésinétiqgue enzymatique
est suivie par mesure d’'absorbance a 475 nm peB@aninutes a 25°Q.es valeurs de vi sont
obtenues avec le logiciel Omega 12—-Data. Le tratgrde données est réalisé avec le logiciel
Sigma Plot 12.5 qui permet de représenter la codese valeurs de vi en fonction des
concentrations en acide kojique par une fonctigmside de cingq parametres. Puis, I'lC50 est
déterminé de facon graphique. Concernant les éllbast la concentration finale en substrat
est de 0,25 mM et la concentration enzymatiquddieat de 5 Ul/mL. Le dosage est réalisé
directement dans la microplaque qui est ensuiighiée, séparément de la solution enzymatique
de 20 Ul/ml, a 25°C pendant 10 minutes. Puigls@e cette derniére sont ajoutés dans chaque
puits et 'absorbance est mesurée a 475 nm peB@aminutes a 25°C.

Les valeurs de vi sont obtenues de la méme factenpeturcentage d’inhibition est calculé de
la facon suivante :

% d’Inhibition = 100 — Vi échantillons / Vi témoin négatif) * 100 + écart-type
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111.4.5 Détermination de 'activité anti-inflammate

Afin de déterminer le potentiel anti-inflammatoide nos différentes fractions, une
lignée trés connue de macrophages murins, la liRA&& 264.7 a été utilise.

a. Dosage de monoxyde d’azote sécrété par lgnée RAW 264.7

Ce dosage a été réalisé a partir des surnageahsioes de la lignée RAW 264.7 et
adapté a partir du protocole décrit par Li et S{2411.6). Le réactif de Griess réagit avec le NO
pour former un composé stable détectable a 540 ldabsorbance mesurée est ainsi
directement proportionnelle a la quantité de NGené dans I'échantillon.

Mode opératoire :

Les cellules sont ensemencées en plaques 24 pudsson de 1.P0cellules/mL dans
du milieu DMEM complet (SVF 10% + streptomycine-éltine 1%), puis incubées pendant
24 heures avant d'étre traitées ou non avec lefreliftes fractions a différentes
concentrations. Apres 12 heures d’exposition atférdnts composés testés, la moitié des
puits contenant les cellules sont stimulées poodyire du NO. Pour cela, les puits sont traités
avec du LPS issu de souches de Salmonella (1 pgmdoncentration finale, Sigma-Aldrich,
L2630 ), tandis que les autres ont recu du milidEM complet sans LPS (témoin négatif).
L'ensemble des plaques a alors été incubé pendahedres supplémentaires a 37°C. Les
surnageants ont ensuite été récoltés, centrifut@9Q0 g pendant 10 minutes, 20°C) afin
d’éliminer les cellules éventuellement en suspensides débris.

Le kit Griess Reagent Kit for Nitrite Determinati¢®-7921) Invitrogen ™ provenant de
Thermo Fischer Scientific est utilisé afin de ddaetoncentration en NO . 150 pL de chaque
surnageant cellulaire sont prélevés pour étre dinsaile d’'un volume équivalent (150 uL) de
réactif de Griess. Enfin, aprés incubation a terupée ambiante pendant 30 minutes,
I'absorbance est mesurée a 540 nm. En paralledegamme de NO de 0 a 250 uM est effectué,
afin de déterminer la concentration en NO présgais les différents échantillons. L’ensemble
de I'expérience est renouvelé au moins trois foigdes cultures indépendantes.

b. Analyses transcriptomiques

Les protocoles d’analyses transcriptomiques ontaéptés a partir des travaux de
Péraudeau, E. (2016)

Extraction ARN, dosage et traitement a la DNase | Les cellules RAW 264.7 sont
ensemencées a une densité de‘&alules/cm? et incubées pendant 24h & 37°C. lieumie
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culture est ensuite retiré et remplacé par 500 glmilieu EMEM complet contenant les
échantillons a tester.

Les cellules ont subi le méme traitement effectug tlu dosage de NO (12h en contact
avec les échantillons + 12h en contact avec le LRf)es les 24h d’incubation a 37°C, le
milieu est retiré et les flasques sont rincéestimis au PBS stérile. Les cellules sont ensuite
détachées par dissociation mécanique dans du PBSotdptage cellulaire est réalisé, suivi
d’'une centrifugation pendant 5 minutes a 1200 gslwaageant est ensuite éliminé afin de
récupérer le culot cellulaire pour I'extraction &RA. Cette extraction a été réalisée a I'aide du
kit d’extraction d’ARN « RNeasy Plus Mini Kit » (@gen 74134). La concentration en ARN
extraite pour chaque échantillon est ensuite desékposant 2 uL dans une plaque Lvis (BGM
LabTech). Un blanc est aussi réalisé avec 2 plukeRNase free ». Un traitement a la DNase
| est ensuite réalisé afin d’éliminer toute traserduelle d’ADN génomique grace au kit
PerfeCTa DNase | (Quantabio 95150-01K).

RT-gPCR : Les ADNSs sont synthétisés a partir des ARN extradisr chaque condition et
chaque échantillon. 4 pL de gScript Cdna SuperiiXBGuantabio 95048-100) sont ajoutés
dans un microtube avec I'équivalent de 1 pg d’ARMel'eau « RNase free » pour compléter
jusqu’a 20 uL. Les microtubes sont ensuite vortegéatrifugés et placés au thermocycleur
avec un programme effectuant 5 minutes a 25°C,i80tes a 42°C et 5 minutes a 85°C .

Les ADNc obtenus sont ensuite dilués au-Idin de pouvoir effectuer une PCR
guantitative. Les couples d’amorces correspondaxtganes d’'intéréts ont été défini a partir
du logiciel Primer-BLAST du NCBI, selon des pararaestindiqués par la plateforme LITEC
de Poitiers. Les genes étudiés sont répertoriés ldsableau 11

Tableau 11: couples d’amorces correspondant awegélintéréts choisis

Géne Séquence Forward Séquence Reverse Implication o)
IL-6 TGAACAACGATGATGCACTTG CTCTGAAGGACTCTGGCTTTG 60
TNFa CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG GATCCACACTCTCCAGCTGCA ) 64
CXCL2 CAGACTCCAGCCACACTTCA GGTCTTCAGGCATTGACAGC F:ytoklnes [?ro- 60

IFNg AGTACAACAGCTACGCCTGG GAGTCCGCCTCTGATGCTTA inflammatoires 60
IL1p CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG GATCCACACTCTCCAGCTGCA 64
iINOS CAGAGGACCCAGAGACAAGC CATCCAGAGTGAGCTCCTAGG Oxydorédtase 60
IL10 GGCTGAGGCGCTGTCATCGATT GGCCTTGTAGACACCTTGGTCTTGG Cytokines anti- 60
TGFp GCTGCTGACCCCCACTGATA ACAAGAGCAGTGAGCGCTGAA inflammatoires 60
GAPDH TGCGACTTCAACAGCAACTC CTTGCTCAGTGTCCTTGCTG Géne de ménage 60

Chaque couple d’amorces a été validé par qPCR, lavaghtCycler 480 en utilisant
des plaques UltraFlux 96-Well PCR Plate (SSIbio53486). 2 uL d’ADNc sont déposés dans
chaque puits. 8 uL du mélange PCR contenant 5 pAcd€® gPCR SYBR Green Master Mix
(Vazyme Q111-02), 2 uL d’'une solution contenanigcteeamorce du couple a 10 uM et 22 uL
d’eau ultra pure, sont ajoutés dans chaque puits.
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La gPCR est ensuite réalisée en duplicata. Un bdghaéalisé pour chaque couple
d’amorces et pour chaque condition testée. Uneifioapion de I’ADNc du géne de référence,
la GaPDH (Glycéraldéhyde 3 phosphate déshydroggaasaussi réalisée.

Les étapes de gPCR sont les suivantes : 5 minigesvdtion de 'enzyme ADN polymérase
a 95°C, suivies de 45 cycles d’amplification (2@meles a 95°C, 15 secondes a 60°C et 20
secondes a 72°C). Les résultats sont ensuite @sajyace au logiciel LightCycler480.

1.5 Modeles murins et testsin vivo

Les testsin vivo sont effectués au sein de I'équipe de 'UMR Nugixb INRA-
Université de Bordeaux. Afin d’évaluer le compor&rnde type anxio-dépressifs mais aussi
les altérations cognitives possibles, différenstste&comportementaux sont effectués sur des
modeles murinayant recu un régime riche en graisse (High-Fat-DleFD). Les souris males
C57BL / 6J, agées de 5 a 7 semaines (Elevageseddranms), ont été hébergées a raison de
guatre a cing souris par cage sous conditions atdntles animaux ont été placés dans des
cages dans une animalerie maintenue sous des ioosdile température (21-23°C) et
d’hygrométrie (60%) constantes avec un cycle luei@bscurité de 12h/12h (8h00-20h00).
Apres 1 semaine d'acclimatation, les souris ont @g¢ hasard un acces libre a un régime
standard (STD; STD A04, SAFE) ou un régime HFD (82, Research Diet). L’état physique
ainsi que la croissance pondérale des animaux t@nisidvis tout le long du protocole
expérimental. La supplémentation en fractions alja été réaliséeia I'eau de boisson
(Zemdegs edl. 2019). Au total, 20 souris males ont été utiliségampagne de tests (4 cohortes
de 5 souris).

a. Suivi des parametres métaboliques

Un test permettant d’évaluer la capacité a rédalglycémie aprés une surdose de glucose a
été effectué. Les animaux ont été individuellenhegés, peseés et a jeun pendant 5 h avec libre
acces a l'eau. La glycémie a été mesurée a pantie giqlre de queue (Accu-Chek Performa
Glucometer, Roche) a 0 min (basale), 15, 30, 45,960et 120 min aprés l'injection intra
péritonéale de la solution de glucose a 2 g/kg @=gs etl. 2019).

b. Tests cognitifs

Test de localisation d'objet: La tache se déroule en trois phases: une phase
d’acquisition de 10 minutes, ou deux objets idarggsont placés dans I'arene, durant laquelle
la souris explore liborement I'arene contenant legxdobjets. S’en suit une phase de rétention
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d’'une heure ou la souris est replacée dans salmageale la piece de test. Ensuite, il y a une
phase de restitution de 5 minutes, ou I'un des ddjets a été déplacé, et durant laquelle la
souris explore librement I'aréne avec I'objet na@pldce et I'objet déplacéidure 58. Cette
phase est filmée.

Obyets identiques
/ \. Phase de rétention «———— Objet non déplacé
—
1h +——— Objet déplace
Phase d’acquisition Phase de restitution

Figure 58 : Principe du test de localisation d'disjeontenant trois phases

Le temps passé avec l'objet déplacé et celui aebget non déplacé sont chronométrés par
'expérimentateur lors de I'analyse des vidéospked#ormance de reconnaissance spatiale est
déterminée par le temps passé avec |'objet déplaceapport au temps passé avec |'objet non
déplacé lors de la restitution. Le ratio doit étpérieur a 50% pour affirmer que la
reconnaissance spatiale de la souris est effedflems la souris passe de temps avec I'objet
déplacé, moins elle se souvient de cet objet. ie&ealue la mémoire spatiale des souris en se
basant sur leur capacité a reconnaitre un objeh gté déplacé dans leur environnement. Ce
test se réalise dans une arene blanche.

C. Tests comportementaux de type anxieux :

On retrouve le test du champs ouvert et le tesalolyrinthe en croix surélevée pour
évaluerle caractere anxieuxdes modeles murins.

Test du champs ouvert Le test du champs ouvert est constitué d’'uneeabdanche.

Trois zones sont déterminées sur la surface de asdhe : la zone centrale (en vert), la zone
intermédiaire (en bleu) et la zone périphériquer¢ese). Le test a été effectué dans des boites
en plexiglas (40 x 40 cm; Mouse Open Field Aren&ENO, Med Associates) au cours d'une
session de 10 minutes. La distance totale ambréadaté surveillée a I'aide du logiciel Activity
Monitor (SOF-811, Med Associates) (Zemdegal€2019) . La souris explore librement I'aréene

. le temps passé dans chaque zone est mesuré pgstame de vidéo tracking. Moins la souris
passe de temps dans le centre et plus elle présembénotype anxieux. Il repose sur l'effet
anxiogéne, pour la souris, d'un environnement dwesgrosé a la lumierdigure 59.
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“

* Zone intermédiaire

- Centre

+— Zone pénphérique

Aréne du champs ouvert

Figure 59 : Principe du test du champs ouvert

Test du labyrinthe en croix surélevée Le labyrinthe est constitué de 4 bras de 40 cm
de longueur et 10 cm de large séparés par un ded@°. Deux bras opposés sont sans parois
(ouverts) et les deux autres ont des parois de Ifiximaut (fermés). Au centre se situe une
plateforme ouverte sur les quatre bras (10cm x 1Otendispositif est fabriqué en pvc gris
avec un fond blanc. La hauteur du dispositif esi8lecm. Les souris sont placées sur la
plateforme centrale au début du test et sont lidresplorer le labyrinthe pendant 5min. Le
temps passé dans les différentes zones a été npesueésystéeme de vidéo-tracking SMART
(Bioseb, France) (Zemdegsadt 2019). Moins la souris passe de temps dans les brastsuver
et plus elle présente un phénotype anxieux. Cetaatet d’évaluer I'anxiété en se basant sur
la peur des souris pour les espaces ouverts, expbséarélevédigure 60.

E Bras ouvert
Bras ferme 4:» ‘
Centre

Labyrinthe en croix surélevé

Figure 60 : principe du test du labyrinthe en creixélevée

Il s’agit d’un labyrinthe en croix surélevé, a 12t du sol, formé de 2 bras croisés
perpendiculairement (1 bras ouvert et 1 bras fertr@ysouris explore librement ce labyrinthe
pendant 5 minutes. Le temps passé dans chaquetlieasombre de « head deeping » considéré
comme un comportement a risque sont mesurés. Maimsnal explore les bras ouverts et
moins il fait de « head deeping », plus il présemtghénotype anxieux.

d. Tests comportementaux de type dépressif :

On distingue le test d’incurie, le test de suspempar la queue et le telt nage forcée pour
évaluerle caractéere dépressifies modéles murins.

Test d’incurie : Aprés avoir vaporisé 200 d'une solution de saccharose a 10% sur le
museau de la souris, le temps de toilettage estanmhme un indice d'autosoins. Chaque souris
est filmée pendant 5 minutes Le nombre et le teioias de toilettage sont chronométrés par
'expérimentateur lors de I'analyse des vidéos.mdda souris se nettoie, plus elle présente un
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phénotype dépressif. Ce test permet d'évaluerdéaqiipe pseudo-dépressif des souris en se
basant sur la volonté de celles-ci a se toiletpgésa avoir été vaporisées d’'une solution de
sucrose sur le dos (Zemdegsk22019).

Test de suspension par la queueUn test de suspension de queue est effectué en
utilisant le systéme de test de suspension de B¢OSEB) pendant une session de 6 minutes.
Le temps d'immobilité a été noté comme indice duiggion. Les mouvements des souris en
termes d'énergie et de puissance ont été mesurds gavantir I'absence de tout biais
locomoteur. Les souris sont placées dans des ctimpats et sont suspendues par la queue
sur un crochet a I'aide d’'un scotch. Moins la s®se débat, plus elle présente un phénotype
dépressif (Zemdegs at. 2019).

Test de nage forcée La souris est placée dans une cuve contenantake. ICes cuves
sont filmées par le haut pendant 6 minutes. Lantatea I'immobilité ainsi que le temps
d'immobilité total cumulé sont chronométrées paxpérimentateur lors de l'analyse des
vidéos. Moins la souris nage, plus elle présentghénotype dépressif. Ce test évalue le
phénotype pseudo-dépressif de la souris en se thagasa réponse face a une menace de
noyade.

1.6  Tests statistiques

Les résultats sont exprimés en moyenne +/- écpé-tyes analyses statistiques ont été
réalisées en utilisant le logiciel Origin 6.0. lesttstatistique t de Student de type non apparié a
ete utilisé. Il permet de déterminer s'il y a uiféécence significative entre le groupe traité et
le groupe témoin. Lorsque®.05, la différence entre le groupe témoin et taige test est dite
« statistiqguement significative».

Le test t de Student non apparié a été utilisé poatuer les effets métaboliques et
comportementaux lors des tests sur modeles mupPioist toutes les expériences, des tests
ANOVA unidirectionnelles ou bidirectionnelles oné@ppliquées, le cas échéant, par tests post
hoc (différence la moins significative protégée)l'aide de GraphPad Prism (Logiciel
GraphPad).
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4.1 Procédé de fractionnement et de purification
de biomolécules issues de macroalgues
marines

4.1.1 Introduction

Les macroalgues marines peuvent étre utilisées @duaire difféerents métabolites de
haute valeur pour alimenter les industries ddes domaines dermocosmeétique ou
nutraceutique. Ces composés peuvent avoir des avantages plyisioés et nutritionnels
importants pour la santé et le bien-étre humaipe@dant, la production de certains composes
a haute valeur ajoutée issus de macroalgues mareress reste difficile. Les techniques
d’extractions utilisées afin d’obtenir des rendetsesatisfaisants nécessitent souvent des
besoins en énergie conséquents et l'utilisatioquikate de solvants polluants (Kadanaket
2013; Fleurence et al. 1995). Legechnologies d'extraction et de purifications verts sont
devenues plus souhaitables en raison de leur ditéadtide leurs avantages environnementaux.
Cependant, les principales technologies d’extrac&oo-compatibles (extraction par fluide
supercritique, extraction assistée par micro-ondggaction assistée par ultrason, extraction
enzymatique et extraction de liquide sous pressestgntolteuses a mettre en placet n’ont
pas été mises au point afin d’extraire des compd$ét®réts a partir de macroalgues vertes
(Kadam etl. 2013).

C’est dans ce contexte que I'entrepi3ePROSY Sa développé et breveté en 2011, un
procédé d’extraction et de purification fractionrém-compatiblen’utilisant ni solvant ni
acide {igure 6J). Il permet d’extraire des biomolécules issuestideroalgues marines, en
particulier, issues d’unbiomasse localeUlva rigida, provenant de la ferme du Douhet sur
I'lle d'Oléron. Ce procédé comprend initialemess Etapes suivantes :

a) Lavagea I'eau désionisée d’1 kg d’algues a traiter.

b) Broyagedes algues lavées en utilisant un blender (10 tesn& 5000 tr/min), libérant
de fines particules (5-7 mm).

c) Macération dans I'eau désionisée des algues lavées dandume/a’eau réduit avec
un rapport 1/15 (v/v), a 80°C pendant 2 heureses agitation manuelle,

d) Filtration des pulpes a I'aide de cone de filtration, derfieg@btenir un jus de pressage
d’'une part et des pulpes de pressage d’autre part.

e) Etape d'ultrafiltration du jus de pressage a l'aide d’'un pilote d'ulttedilion équipé
d’'une membrane de type Kerasep KBW 15 kDa de NgvBsecess. La filtration est
réalisée a 80°C, 5 bars et a un débit de circuladi® 450 L/h, soit une vitesse de
circulation de 5 m/s. La filtration est poursuiyissqu’a obtenir un rétentat d’environ
4°B, qui est alors soutiré de l'unite.

f) Déminéralisation du rétentat d’'ultrafiltration : le rétentat esnuééralisé par passage
sur une colonne contenant 100 mL de résine anierfitie de type Amberlite FPA 98
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sous forme OH", montée en série avec une colonne contenant 200 mL de résine
cationique forte de type Amberlite IR 120 sous forme H'. La circulation s’effectue a
I’aide d’une pompe péristaltique a un débit de 2 BV/h.

g) Floculation des protéines : le rétentat désionisé est laissé a décanter des cuves en inox
a 180°C pendant 1h30.

h) Centrifugation : la fraction protéique et la fraction polysaccharidique sont séparées
apres une centrifugation a 3000g pendant 15 minutes

Ulva sp.

v

BROYAGE + Extraction aqueuse 80°C. 2h

/N

Extrait Aqueux Pulpes

A

Ultrafiltration 15 kDa, 80°C

A Ta

Rétentat : protéines et polysaccharides
(PM > 15 kDa)

Perméat : molécules ayant un PM
<15kDa

A

Déminéralisation, Echange d’ions

A

Floculation + centrifugation

/N

Fraction protéique Fraction polysaccharidique

Figure 61: Procédé breveté d’extraction et de purification fractionnée développé par la société Seprosys : procédé n°l (PM :
poids moléculaire).

Ce procédé facilement transposable a I’échelle industrielle et économiquement
viable a fait I’objet d’une premicre these.

Lors de cette précédente thése, menée par le Dr Amandine Adrien, la fraction
polysaccharidique provenant d’Ulva rigida a pu étre caractérisée, dépolymérisée et valorisée
dans le domaine de la dermo-cosmétique (activité anti-dge) et dans le domaine de la
pharmaceutique (activité anti-coagulante) et de premiers résultats ont pu montrer I’activité pro-
collagene de la fraction protéique d’Ulva intestinalis (Adrien. 2016). De plus, ces travaux ont
permis de montrer qu’il existait différents verrous importants sur le procédé d’extraction
SEPROSYS® : I’étape de broyage créant des particules algales de diamétre trop important, la
purification des extraits aqueux avant la filtration et les rendements protéiques trop faibles.
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La société SEPROSYS et I'équipe BCBS du laboratdiE®&Ss ont élaboré un nouveau
projet de thése ayant pour objectifs de résoudsalitgrents verrous énoncés précédemment,
de passer le procédé d’extraction a plus grandellécfune dizaine de kg) mais aussi de
valoriser les autres fractions du procédé SEPROISY& dUIva intestinalis(Ul) et dUIva
rigida (UR) par I'étude des activités biologiques potentiliet en particulier, I'activité pro-
collagéne mis en évidence lors de la thése prétedes fractions riche en protéines (Adrien.
2016). Ces deukiomasses localesont produites par des algoculteurs sur I'lle éiOh (la
ferme du Douhet) et sur I'lle de Ré (Algorythme).

Au sein de cette premiére partie, pesicipaux objectifs de ces travaux sont :

* Optimisation des parametresdu procedé afin d’extraire de facon optimale les
protéines et les polysaccharides provenadivd intestinaliset d’'Ulva rigida,

» Caractérisation de la fraction riche en protéine,

e Production de fractions peptidiquespar dépolymérisation de la fraction protéique.

4.1.2 Ameélioration des rendements protéiques et
polysaccharidiques du procédé de fractionnement
Seprosys

a. Présentation des matieres premiéeresUlva intestinaliset Ulva rigida :

La biomasse dJlva intestinalisa été recoltée par la société Algorythme, baséé&ikude
Ré. La biomasse Wlva rigida a été récoltée par la ferme aquacole du Douhséebsur I'ile
d’Oléron tableau 12.

Tableau 12 : Teneur en sels et en protéines (KjdjdiEhla matiere premiére, Ulva intestinalis et Blingida (n=3)

Teneur en sels (m/ms) Teneur en protéines (m/ms)
Ulva intestinalis <5% 26 % +2,78 %
Ulva rigida 47+ 2 % 15% + 4,7 %

La teneur en protéines Wiva intestinaliscorrespond aux données de la littérature
scientifique. En effet, la teneur en protéinesotetés chetllva intestinalisoscille en moyenne
entre 6-20 % m/ms mais peut monter jusqu’a 55% dans de trés bormagditoons de culture
et en fonction de la saisonnalité (Benjamale2011; Manivannan et al. 2008; Metin et al.
2018; McDermid et al. 2003). La teneur en selsUlva intestinalisest tres faible ce qui reste
cohérent. En effela société Algorythme nettoie la biomasse a I'eliapure apres récolte.
Concernant la biomasseldva rigida, la teneur en sel est importante puisqu’elle regmée
guasiment la moitié du poids de l'algue séche. @sticonsistant avec le fait que les algues
sont directement séchées au soleil aprés récoltelaaage a I'eau claire.
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Les macroalgues vertes contiennent en moyenne 868 (m/nws) de protéines
(Kadam etal. 2013). La teneur en protéines varie considérabiemiene étude a une autre.
Cela s’explique par le fait que la teneur en prmgivarie selon la station de récolte, I'exposition
au soleil, la qualité de I'eau et selon les saisome autre étude montre que pour la macroalgue
Ulva rigida, récoltée sur les cotes francaises, le taux déipes varie en fonction des saisons
(entre 11,3% et 23,6%) (Rouxelat 2001). Un autre étude portant &llva rigida rapporte
une teneur en protéine de 13.8 % MS, ce qui équivanos résultats (Fleurenceagt 1995).

La teneur initiale en protéinesUlva rigida est de 15% soit dans la moyenne de ce qui est
retrouvé dans la littérature.

b. Optimisation du procédé et passage a une échellersendustrielle :

La premiéere extraction a été effectuée sur la bgsmalUlva rigida, en raison desa
grande disponibilité. Lors de I'extraction réalisée a partitddva rigida, 10 kg d’algues non
dessalées ont été préalablement lavées dans 308al gendant 10 min a température
ambiante. Les algues ont ensuite été essorcegstéps a I'aide d’'un cbne en tissu afin de
retirer le plus d’eau de lavage possible. Elles emguite été broyée avec 150 litres d’eau
ultrapure a 80°C pendant 10 minutes puis le mélangeé chauffé a 80°C, sous agitation
mécanique pendant 2 h. Au cours de ce procédéfracton polysaccharidiquePSA-UR)
contenant en majorité des polysaccharides (pure8% (Adrien. 2016)) et une fraction
protéique PROT1-UI/PROT1-UR) contenant en majorité des protéines ont été abten

Lors de ce premier essdifférents verrous, déja mis en évidence lors de la précédente
these, ont été détecté comme la néced&iggmenter la pureté de I'extrait aqueux avant la
filtration et lesfaibles rendementsprotéiques obtenusapleau 13. En effet, ces rendements
sont faibles par rapport aux rendements décrits Galittérature.

Tableau 13 : tableau récapitulatif des rendememt®ous pour les fractions PSA-UR et PROT1-UR.

Rendement (m/nmus) Algue non dessalée : Algue dessalée :
PSA-UR 3,34 % 6,7 %
PROT1-UR 0,3% 0,65 %

D’aprés les travaux de Angell at. (2017), le rendement protéique obtenu lors d’'une
extraction aqueuse dIva ohnoiest de 6,28% et peut étre supérieur (12,28-21,%01%y'une
extraction alcaline. Il apparait donc que l'extractaqueuse, effectuée lors du procédé, ne
permettait pas d’extraire la totalité des protéided’algueUlva rigida. L'extraction permet
d’extraire 3,33 g de protéines sur les 79,5 g didpges dans la biomasse algale dessalée. Cela
peut s’expliqguer par I'inaccessibilité de certainsnposés retenus dans les parois des thalles de
macroalgues. En effet, les parois cellulaires descroalgues sont rigides et servent
principalement de support structurel et de prodectElles se composent d’assemblages de
polysaccharidiques et de protéines impliquant désractions et des liaisons nombreuses et
complexes (Kloareg etl. 1988). La dégradation de la paroi cellulaire afa libérer des
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protéines intracellulaires est donc d’une grande importance afin d'optimiser 1'utilisation
commerciale. De plus, la perte de rendement peut-étre diie au pressage manuel effectué a 1’aide
cones de filtration provoquant une perte de mati¢re. Partant de ce constat, il a été envisagé
d’optimiser le pré-traitement afin d’améliorer I’extraction en dégradant les parois cellulaires.

Les étapes clés du procédé d’extraction a améliorer sont :

* L’étape de broyage dont I’optimisation s’imposait afin de diminuer la granulométrie et
d’augmenter la surface d’échange lors de 1’extraction. D’apres les travaux de Barbarino
et al. (2005), un broyage physique pouss¢ (utilisation d’un pilon et d’un mortier)
augmenterait considérablement le rendement d'extraction de protéines d 'Ulva fasciata
apreés immersion dans de 1'eau ultrapure, passant de 2.7 % a 6 % (m/mums) (Barbarino et
al. 2005).

* L’étape de préfiltration des particules pour augmenter la surface d’échange, dont le
role est de libérer les biopolymeéres et d’¢liminer les fines particules d’algues créées lors
du broyage, avant ['ultrafiltration. En effet, le broyage libérant de fines particules
pouvant étre allergénes et diminue fortement la pureté de I’échantillon, il est important
de clarifier notre extrait aqueux.

Afin d’améliorer I’étape de broyage, 1’entreprise SEPROSYS s’est équipée d’un broyeur
industriel (figure 62). Ce broyeur permet d’obtenir des particules de taille comprise entre 1 et 3
mm. L’amélioration du procédé a été étudiée sur une masse de départ de 10 kg de macroalgues
seches, de la méme manicre que précédemment.

Figure 62 : Etape de broyage de la biomasse algale Ulva rigida

L’algue a tout d’abord été broyée avec 150 litres d’eau ultrapure a 80°C pendant 10 minutes
pour obtenir des particules comprises entre 1 et 3 mm. Le mélange a ensuite été chauffé a 80°C,
sous agitation mécanique pendant 2 h (figure 63).
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Figure 63: Etape d’extraction de la biomasse algale Ulva rigida. Le changement d’échelle a permis de passer d'une cuve
d’extraction ayant une contenance de 2 kg a une contenance de 10 kg de biomasse.

Le mélange effectué dans la cuve de macération a été réalisé en faisant tourner la pompe du
systéme, entrainant un broyage plus poussé des algues. A la fin de I’étape d’extraction, une
partie des algues a été finement broyée (<10 um) et un mélange visqueux est obtenu, ce qui
pourrait étre la conséquence d’une meilleure extraction des polysaccharides. Cette amélioration
du broyage nécessite donc d’améliorer les conditions de pré-filtration de 1’extrait avant de
passer sur le pilote d’ultra-filtration pour €viter une contamination des extraits finaux par de
tres fines particules d’algues. Dans ce but, la préfiltration a été optimisée par les opérations
suivantes (figure 64) :

Séparduon’aes pulpes a . ] ) R
Iaide d’'un cone de Préfiltration avec umamis Filtre a plaque (1,2 et 0,8 um)

rati de 30 pm
filtration K + centrifugation3000g pendant 10 min)

Tres fines particules

Débris importants |
contaminantes

" Extrait aqueux limpide
contaminants

Figure 64: Récapitulatif des étapes de préfiltration mises en place afin d’optimiser la filtration du procédé Seprosys (cone de
filtration, étape de préfiltration a [’aide d’un tamis de 30 um et d’'un filtre a plaque)

* Filtration de I’extrait aqueux au travers d’un tamis de 30 um. De fines particules
d’algues restant encore visibles, nous avons continu¢ a affiner la filtration.

* Pressage des pulpes obtenues a 1’aide d’un pressoir pour maximiser la récupération de
I’extrait aqueux

e Centrifugation a 3000 g pendant 10 min afin d’éliminer les particules restantes les plus
grossicres
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» Passage sur un filtre a plaqueéquipé de filtres de 1,2 pm puis 0,8 um pour
completement terminer la clarification de I'extragueux.

A la suite de ces étapes de clarification, un éxégueux limpide apte a l'ultrafiltration est
obtenu. Le procédé SEPROSYS est ensuite appliqoéodifiant la taille des installations afin
de pouvoir extraire a partir d'une quantité plupariante de biomasse algale. L'objectif est de
pouvoir adapter ce procédé a tous types de maciemhgrtes. Lors de ce projet, le procédé a
donc été adapté pouva intestinalis Le nouveau procedé a été adapté a une quanige pl
faible de biomasse (2 kg dessalées) en raisonloeila de disponibilité dJlva intestinalis Il

est important de prendre en compte pour la suit@rdjet gu’'une nouvelle biomasséva
intestinalis produite par la Ferme du Douhet pourrait poteletieént répondre a une future
demande.

c. Rendements massiques obtenus avec le procédé opsiéni

Les rendements massiques obtenus aprés optimisd®rétapes de broyage et de
clarification de I'extrait aqueux sont donnés dénBgure 65 Au cours de ce procédé, cing
fractions sont obtenues: un extrait aque®A-UI/EA-UR) contenant un mélange de
biomolécules (protéines, polysaccharides, pigmehtinéraux), un rétentaR{UI/R-UR)
contenant les biomolécules extraites ayant un poméculaire supérieur a 15 kDa, un perméat
(P-UI/P-UR) contenant les biomolécules extraites ayant udspoioléculaire inférieur a 15
kDa et les minéraux, une fraction polysaccharidifR@A-UI/PSA-UR) contenant en majorité
des polysaccharides (pureté > 85% (Adrien. 2016)ure fraction protéiquePROT1-
UI/PROT1-UR) contenant en majorité des protéines.

L'optimisation des étapes de broyage et de clatibmn du procédé SEPROSYS a
permis de multiplier paB,4 les rendements d’extractions protéique et2dele rendement
polysaccharidique dJlva rigida. Cette augmentation significative du rendement en
polysaccharides est cohérente avec les observatienslles qui montraient une viscosité
élevée de I'extrait agueux en fin de macérationptimisation de I'étape de broyage semble
avoir permis d’augmenter la surface d’extractiamcassant plus finement les thalleblida
rigida. L'optimisation de la clarification de I'extraiaeux dUlva rigida permet d’obtenir un
mélange limpide, dépourvue de particules algatesdies lors du broyage.

Ce protocole d’extraction et de fractionnement&jalement été appliqué afin d’extraire
les fractions protéique et polysaccharidiguélda intestinalis Les thalles dJlva intestinalis
étant longs et trés fins, I'étape de broyage semiblessentielle pour favoriser I'extraction, ce
qui a justifié le choix du procédé optimisé 2. marson de la faible quantité d’algue traitée
disponible, 500g d’algues ont été utilisés. Néamsiola mise en place d’'une culture a une
echelle supérieure diva intestinalisest en cours sur le site aquacole de la Ferme dhédo
Les rendements massiques obtenus apres l'apphcatio procédé d’extraction et de
fractionnement 2 sont donnés danfidare 65.
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Ulvaintestinalis (UI) / Ulvarigida (UR)

,

BROYAGE + Extraction aqueuse 80° C.2h

/\

Extrait Aqueux (EA-UI'EA-UR) Pulpes

l

Ultrafiltration 15 kDa. 80° C

o

Rétentat (R-UI/R-UR) : Protéines et Permeéat (P-UL/P-UR) : molécules
polysaccharides (PM > 15 kDa) ayant un PM <15KkDa

Déminéralisation. Echange d’ions

l

Floculation + centrifugation

/N

Fraction protéique Fraction polysaccharidique
Rendement (matiére séche) par rapport Algue Rendement (matiére séche) par rapport Algue
aupoids sec dessalée au poids sec dessalée
PROT1-UI* 42% PSA-UIL* 7.78%
‘._ PROT1-UR"® i 22% | PSA-URY 16 %

Figure 65 : Récapitulatif des étapes du procédé Seprosys et rendements obtenus pour les fractions PROTI1-UI, PROTI-UR,
PSA-UI et PSA-UR. ¢ Fraction protéique d'Ulva intestinalis obtenue aprés I'application du procédé 2.° Fraction protéique
d’Ulva rigida obtenue apres l'application du procédé 2. ¢ Fraction polysaccharidique d’Ulva intestinalis obtenue apreés
Dapplication du procédé 2. ¢ Fraction polysaccharidique d’Ulva rigida obtenue aprés I'application du procédé 2.

Les rendements concernant les fractions PSA-UI et PSA-UR sont tres satisfaisants. En
effet, d’apres les travaux de Peasura et al. (2015), I'extraction aqueuse d’Ulva intestinalis
permet d’obtenir des rendements en polysaccharides sulfatés entre 6 et 12% en fonction du
temps d’extraction (1h a 24h) a 80°C. Le rendement de la fraction polysaccharidique (PSA-
UI) obtenu lors de notre étude est similaire a celui correspondant a 2h d’extraction a 80°C
retrouvé dans 1’étude de Peasura et al. (2015). Néanmoins, la fraction polysaccharidique PSA-
UI montre un rendement plus faible que pour Ulva rigida (PSA-UR). Les thalles d’Ulva
intestinalis sont différents de ceux observés chez 1’espéce Ulva rigida. 1ls sont plus élancés et
plus fins, rendant le broyage plus difficile a maitriser. La paroi cellulaire des thalles d’Ulva
intestinalis est extrémement rigide, en raison de leur teneur trés €levée en polysaccharides
structuraux, proche de 63 % (Dodson et al. 2009). Cela s’explique par le fait que ces thalles
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doivent pouvoir subir les pressions et contraiet@aronnementales.

Concernant les rendements des fractPROT1-Ul etPROT1-UR, ils restent en-deca
de ce qui est retrouvé dans la littérature. En 18%&urence eal. ont comparé différentes
meéthodes d’extraction a partirUlva rigida. lls sont parvenus alors a extraire 9.73 % des
protéines de I'algue par macération, puis a augenéatrendement jusqu’a 27 % en associant
a cette premiére étape d’extraction aqueuse urmmgeextraction en condition dénaturantes,
impliqguant un solvant composé de NaOH (0.1 M) eBdeercaptoéthanol (Fleurence at
1995). Ce rendement est supérieur a celui obtersida procédé SEPROSYS mais les
conditions dénaturantes utilisées ne sont pas @upatible et celles-ci sont susceptibles de
dégrader les protéines natives. Si on compareésodtats a ceux de Barbarinca&t(2005), le
rendement d’extraction protéique de la fracBRROT1-UR est similaire a celui obtenu lors de
I'extraction aqueuse’Ulva fasciata(2.7 % m/nus). A l'instar des résultats obtenus a partir
d’Ulva rigida, les rendements obtenus pdiiva intestinalisrestent faibles. Néanmoins, le
rendement de la fraction protéique est plus éleseppurUlva rigida, ce qui peut s’expliquer
par une teneur initiale en protéines plus élevés ttabiomasse Ulva intestinalis

Il est important de se rappeler qu’environ 10 %pteseines totales de I'algue sont retenues
entre ces polysaccharides, rendant leur extragilas difficile. Il est donc nécessaire de
dégrader ces liaisons avec les polysaccharideslafiibérer ces protéines emprisonnées dans
les parois cellulaires pour augmenter la surfaéettinge lors de I'extraction et augmenter ces
rendements (Dodson ak 2009).

d. Composition biochimique des différentes fractions pvenant des extractions
d’Ulva rigida etd’ Ulva intestinalis

Une fois lyophilisées, les différentes fractionserlues ont été caractérisées afin de mettre
en évidence leurs différentes compositions. Afinpdevoir comparer le_procédé Seprosys
initial (1) et le_procédé Seprosys optimisé (2savons tout d’abord caractériseé les fractions
provenant de I'application de ces 2 procedeés guallva rigida (tableau 14et15).

Tableau 14: Compositions biochimiques des diff@ifitactions obtenues lors de I'application du gdé 1 a Ulva rigida?
Extrait aqueux d’Ulva rigidal Rétentat d’Ulva rigida® Perméat d’Ulva rigidad Fraction protéique d’Ulva rigida¢ Fraction
polysaccharidique d’Ulva rigida. * groupement suégrésent sur les polysaccharides.

Teneurs massiques (matiere seche)

Procédé 1
. . ) ) . o Equivalent
Ulva rigida Protéines Sucres totaux Acides uroniques Polyphénols  Lipides
sulfates*
EA-UR @ 25,2+ 4% 53+2,1% 20 £ 5% 2% <1% 21 +4%
R-UR® 26,9+ 1% 772+4% 16 £ 2% <1% <1% 38+3%
P-UR¢ 7,2+25% 295+3 % 3+2% <1% <1% 12 £1%
PROT1-URY 52 + 3,5% 23+15% 9+ 3% <1% <1% 15+ 3%
PSA-UR® 5.4 +4% 75+2% 8+ 1% <1% <1% 16 £ 3%
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Tableau 15: Compositions biochimiques des diffi@efractions obtenues lors de I'application dug#dé 2 a Ulva rigid&.
Extrait aqueux d’Ulva rigidal Rétentat d’Ulva rigida® Perméat d’Ulva rigidad Fraction protéique d’Ulva rigida¢ Fraction
polysaccharidique d'Ulva rigida. * groupement suégrésent sur les polysaccharides.

Teneurs massiques (matiére seche)

Procédé 2 :
o B ) . i o Equivalent
Ulva rigida Protéines = Sucres totaux Acides uroniques Polyphénols = Lipides
sulfates*
EA-UR @ 20 £3.2% 65+ 4% 22 +2% 2% <1% 28+ 1%
R-UR® 9+ 4% 83+2% 11 + 6% <1% <1% 42 £ 1%
P-UR¢ 35.8+ 6% 19+2% 6+ 3% <1% <1% 22 +3%
PROT1-URY 53+ 4% 15+£3% 5+ 9% <1% <1% 22+ 1%
PSA-UR¢® 8+ 4% 80 £ 5% 6+2% <1% <1% 13+2%

Les teneurs en sucres totaux et en acides uronprasettent d’estimer la teneur en
polysaccharides globales présente dans les ditEssdractionsEA-UR etR-UR contiennent
en majorité des polysaccharides, avec respectiviebd8a et 77% pour I'extraction 1 et, 65 %
et 83 % pour I'extraction 2 optimisée.

L'extrait aqueux provenant de I'extraction 4’ Ulva rigida (EA-UR) contient moins
de polysaccharides que celui issu de l'extractioopBmisée. En revanche, des teneurs
équivalentes en protéines sont obtenues. Le brogagnc permis d’extraire plus de
polysaccharides retenus dans les parois celluld@d@scernant les rétentats d’ultrafiltratid®(
UR), ils sont riches en polysaccharides quelque Isoitersion appliquée du procédé. En
revanche, une perte de 20 % de protéines est @aseians la fractioR-UR provenant du
procédé 2. Les deux fractior®UR montrent des proportions en polysaccharides et en
protéines différentes. Le procédé 1 permet d'yoreter plus de polysaccharides et peu de
protéines alors que le procédé 2 optimisé donmésudtat inverse : plus de protéines et moins
de polysaccharides. Cette différence peut s’expliguar le fait que I'optimisation du broyage
a sans doute contribué a la dépolymérisation dmines protéines par action mécanique,
diminuant leur poids moléculaire en dessous del& d¢ leur permettant alors de traverser la
membrane de filtration. Ces résultats sont cohéravec la forte augmentation de la teneur en
protéines de la fractioR-UR observée apres application du procédé 2. Il eeter que le taux
de recouvrement de la composition &UR est tres éloigné de 100%, ce qui est
vraisemblablement due au fait que les sels etdétep molécules (acides aminés, peptides ou
monosaccharide) ne sont pas détectés par les nedtdeddosage que nous avons appliquées.

Concernant les fractiof®ROT-UR, on retrouve des proportions similaires en protine
et en polysaccharides. Ces fractions contiennevit@n52% de protéines et 20 a 32 % de
polysaccharides. Les fractiol®®SA-UR présentent elles aussi des profils similaires. Ces
fractions sont riches en polysaccharides, de l®oddr85%, et contiennent une faible proportion
de protéines (< 10 %).

Les résultats obtenus lors de I'application du @déc2 a I'algu&Jlva intestinalissont reportés
dans lgableau 16
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Tableau 16: Compositions biochimiques des difféeeritactions obtenues lors de I'application du pméé2 a Ulva
intestinalis® Extrait aqueuse Wlva intestinalis ® Rétentat dJlva intestinalis ¢ Perméat dJlva intestinalis ¢ Fraction
protéique dUlva intestinalis © Fraction polysaccharidique Wiva intestinalis * groupement sulfate présent sur les
polysaccharides.

Teneurs massiques (matiére seche)

Procédé 2
: . B ) ) . o Equivalent
Ulvaiintestinalis  protéines  Sucres totaux  Acides uroniques  Polyphénols  Lipides
sulfates *
EA-UI @ 123+4% 33,7+34% 10+2% <1% <1% 28+ 2%
R-UI P 23+ 2% 493+42 % 14 + 3% <1% <1% 31+1%
P-Ul ¢ 10+£1,2% 23,6 + 2% 2+1% <1% <1% 6+1%
PROT1-Ul¢ 51+4,6% 22+3,8% 6 + 3% <1% <1% 16 £ 1%
PSA-UI ¢ 11+ 2% 74+ 4% 10+ 4% <1% <1% 22 + 3%

L' EA-UI et R-Ul contiennent 33,7% et 50% de polysaccharides,denix fois moins
quel’EA-UR . La fractionP-Ul contient seulement 10% de protéines contre 36 & (a0
fraction P-UR. Concernant les fractiofBROT1-Ul et PSA-UI, on retrouve une teneur en
protéines et en polysaccharides totaux similaitesfi@ctionsPROT1-UR etPSA-UR.

L'optimisation du procédé SEPROY®ermet d’augmenter les rendements massiques
et de produire, en autre, une fraction riche entégmre PROT1). Afin de confirmer que
'optimisation du broyage a permis la dégradatienalparoi cellulaire libérant des protéines
intracellulaires, la nature des protéines présafdes les fractionBROT1-Ul etPROT1-UR
a été déterminée

e. Digestion trypsique des fractions protéiques PROTUI et PROT1-UR

Afin de déterminer la nature des protéines préseddms les fractionrBROT1-UI et
PROT1-UR, ces fractions ont subi une digestion trypsiques protéines présente dans les
fractionsPROT1-Ul etPROT1-UR sont hydrolysées en fragments peptidiques. Cetsdesp
ainsi formés vont étre analysés en spectrométrimaese afin d’obtenir leur masse et des
informations sur leur composition en acides aminéss résultats de ces analyses de
spectrométrie de masse vont pouvoir confrontés énflermations contenues dans des banques
de protéines, afin d’identifier la ou les protés)e(analysée(s) a l'aide du logiciel
UNIPROTKB.

La figure 64 présente les deux spectres UPLC-ESI-Q-TOF-MS/M@mls pour les
fractions PROT1-Ul et PROT1-UR. Ces fractions montrent des signatures spectrales
différentes, avec des pics communs pouvant repigrsges seéquences peptidiques communes.
On peut donc s’attendre a retrouver des famillesp#€ines communes entre les deux
macroalgues du gentdva.
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Hydrolyse trypsigue de la fraction PROT1-TUT
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Figure 64 : Chromatogrammes UHPLC obtenus apresdlige trypsique des fractions PROT1-Ul (A) et PRWR. (B)

Les spectres vont contenir des pics d’intensitéabée représentant le ratio entre la masse (m)
et la charge z des moléculeg). La fragmentation en MS/MS va couper le peptidéfarents
endroits, et ainsi créer une série d’'ions C’estdlgse de ce spectre de second degré qui permet
de remonter a la structure de I'ion parémst.nombre de pics présents dans un spectre MS/MS
est variable et dépend de la longueur du peptatanmee montré dans I'exemple ci-dessous avec
le spectre d’analyse Q-TOF MS/MS du peptide SSGTHMEK, issus de I'auto-hydrolyse de

la trypsine au sein de la fracti®ROT1-Ul, avec une masse moléculaire sous forme protonée
obtenue [MH]* mz=577,2922.f{gure 65.
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Figure 65 : Ensemble des étapes pernmettie déterminer la séquence peptidique a partisplectre de fragmentation
peptide SSGTSYPDVLK. (1) Chromatogramme MS obteBs agparation en UPLC sur C18 (2) Spectre d'anayse
TOF MS/MS du peptide VY. Masse moléculaire somse@rotonée obtenue [M]* m=577,2922.
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Les peptides obtenus lors de la digestion trypsigue permis d’identifier des protéines
communes susceptibles d’étre représentées dafradisnsPROT1-Ul etPROT1-UR. On
retrouve les protéines suivantes :

* Ribulose bisphosphate carboxylase large chain (BQRB)

» Facteur d’élongation Tu, chloroplastique

» 5'-adenylylsulfate réductase

* Actine (cytoplasme)

» ATP synthase (sous-unifg, chloroplastique

* Photosysteme p700 chlorophylle a-apoprotéine AzaflBnylylsulfate réductase
» Facteur d’élongation EFL/ Elongation factor-1 alpifka protein

* Cytochrome C

* ATP Synthétase

La digestion trypsique a permis de mettre en évideles familles de protéines se trouvant
communément dans les fractidrROT1-Ul et PROT1-UR. Polikovsky etal. ont extraits et
identifiés différentes protéines issues de mactmasgdu genrdlva. Ils ont démontré la
présence de RuBisCO, d’actine, d’ATP synthase, Hatgsynthése p700 et du facteur
d’élongation EFL, confirmant nos résultats (Poligky etal. 2019). La grande majorité de ces
protéines sont des protéines intracellulaires caapole systeme de transport d'électrons de la
chaine respiratoire (Bischof at. 2002; Reiskind, et al. 1989). Ces résultats sont intéressants
et viennent confirmer que I'optimisation de I'étage broyage a permla dégradation de la
paroi cellulaire libérant des protéines intracelitds. Le broyage est donc susceptibbns
ajout d’enzyme ou de solvantpar action conjointe de contraintes mécaniquélsezimiques
d’avoir permis la dégradation des parois et mendwaellulaires et donc pernialibération
depolymeres intra-cellulaires augmentant le rendement.

4.1.3 Caractérisation de la fraction protéique

L'un des objectifs de ces travaux de thése étaitadleriser la fraction protéiquissue du
procédé Seprosys. La caractérisation de la fradtinucturale des fraction protéiquédiva
intestinalisetd’ Ulva rigida a donc éteé réalisée en premier lieu.

a. Caractérisation des fractions protéiques par chromtographie liquide haute
performance

Afin de déterminer les poids moléculaires des pmet présentes dans les fractions
PROT1-Ul etPROT1-UR, nous avons utilisé une méthode de séparatiochpamatographie
en phase liquide a haute performance de type eanlag taille (HPL-SEC) sur une colonne
TSKGel 3000SW permettant une séparation par leetdés constituants du mélange. Afin
d’évaluer la diversité des poids moléculaires, nawsns utilisé une gamme étalon allant de
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669 kDa et 1 kDa en nous basant sur la méthod@éel@ar Richter eal. (1983).
Concernant la fractiorPROT1-Ul, les deux populations protéiqgues majoritaires se
distinguent figure 69 :

- Une population protéique ayant un poids moléculsugerieur a 669 kDa.
- Une population protéique ayant un poids moléculaiegoritaire de 22 kDa avec des
poids moléculaires allant de 60 a 3 kDa.

T T 77T
669 5 5
500 B0 6 14 12 1
443
20
£ 400
E]
g 300
= 2 1T
< PM + 22 kDa
200
100
0
0 5 10 15 20 25

Temps d'élution (min)

Figure 66 : Profil chromatographique de la fracti®@ROT1-Ul (Ulva intestinalis) a 210 nm en fonctdwntemps d’élution
(min)

Fleurenceet al. (1995) ont mis en évidence, sur un gel d’électoopbe, une majorité de
bandes ayant des poids moléculaires aux alenta®2e?3 kDa chetlva rigida et Ulva
rotundata Ces résultats sont cohérents avec nos résuitais,se peut que la population
protéigue mis en évidence par Fleurencal esoit aussi présente cheliva intestinalis Une
autre étude montre I'existence de deux populatwattiques majoritaires chéltva sp., 'une
ayant un poids moléculaire moyen de 20 kDa etd@apbpulation ayant un poids moléculaire
moyen de 40 kDa (Wijesekaraadt 2017).

La fractionPROT1-UR présente trois populations protéiques majoritgiigare 67).

- Une population protéigue ayant un poids moléculsigerieur a 669 kDa.

- Une population protéique ayant un poids moléculaiggoritaire de 15 kDa avec des
poids moléculaires allant de 30 a 3 kDa.

- Une population peptidique ayant un poids molécelaférieur a 2 kDa (environ 18
acides aminés).
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Figure 67 : Profil chromatographique de la fracti®@ROT1-UR (Ulva rigida) & 210 nm en fonction dupsrd’élution
(min)

Si on compare nos résultats avec les travaux dedfliee etal. (1995), on retrouve une
population protéique commune aux alentours de 12 &bDde 27 kDa chddlva rigida. En
revanche, une autre étude décrit une populaticipee, obtenu par SDS-Page ayant un poids
moléculaire situé entre 45 et 70 kDa (Rouxe&lle2001). Cette population reste peu visible sur

le chromatogramme, méme si une faible populatiotépue est éluée entre 10 et 11 minutes,
correspondant a un poids moléculaire entre 66 &D&0

Les différences observées peuvent s’expliquer fféreintes facons. Tout d’abord, les
macroalgues sont composées de protéines pouvardiiérentes et présentent en différentes
teneurs en fonction des saisons, de la qualitéede ket du stress hydrique (Harnedyakt
2011). De plus, les méthodes d’extractions utiBséfn de caractériser ces protéines peuvent
étre différentes (alcaline, acide, aqueuse) etrdibdalifférentes quantités de protéines
(Wijesekara etl. 2017). Les analyses chromatographiques (HPL-SE@gnaettant pas une
résolution optimale, il est nécessaire de les a&ssaaine analyse par électrophorese SDS-Page
afin de confirmer les résultats obtenus.

b. Caractérisation des fractions protéiques par techmjue électrophorétique

Afin de confirmeres résultats précédents, nous avons analyséale®fisPROT1-Ul et
PROT1-UR par électrophorese SDS-PAGE, en utilisant ded’getylamide a 14%. L'analyse

électrophorétigue SDS-PAGE permet de séparer_let®ipes présentes en fonction de leur
poids moléculaire.

Le résultat obtenu pour la fracti®fROT1-Ul est donné sur kigure 68 Des différences
notables sont visibles entre les résultats obtgaus Ulva intestinaliset pourUlva rigida.
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Différentes populations protéiques sont visibldéiesequ’une bande a 20 kDa, une autre bande
aux alentours de 17 kDa et une multitude de bardbss peu résolues en bas du gel
d’électrophorese. Les poids moléculaires obtennsatét cohérents avec ceux obtenus grace
aux profils HPL-SEC. Il manque néanmoins une pdprarotéique de haut poids moléculaire
visible sur le profil HPLC. Il est possible que g@@stéines de hauts poids moléculaires soient
restées bloqué en haut du gel d’électrophorésaseaiu maillage serré d’acrylamide qui peut
retenir des populations protéiques en fonction durgentage d’acrylamide. En effet, un
pourcentage élevé permet la migration de petiteséjmes alors qu’un pourcentage faible
permet la migration de grosses protéines le longedu

245kDa
180 kDa
135kDa

100 kDa
75 kDa
63 kDa

48 kDa

35kDa

25kDa
20 kDa

17 kDa
11 kDa

PROTI-UI MARQUEURS

Figure 68 : Gel d’électrophorése SDS-PAGE préseriprofil protéique de la fraction PROT1-Ubel d’acrylamide & 17 %

Les analyses électrophorétiques ont permis de roo@fila présence des populations
protéiques identifiees grace aux analyses HPL-SECfraction protéique dlva rigida
(PROT1-UR) est composée d'une population protéique de hpaids moléculaire, une
population protéique aux alentours de 60 kDa etpopulation de bas poids moléculaire. La
fraction protéique dJlva intestinalis(PROT1-Ul) posséde une population de hauts poids
moléculaire et une population majoritaire ayantpeids moléculaire de 20 kDa. Le résultat
obtenu pour la fractioRROT1-UR est donné sur liagure 69
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245 kDa
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Figure 69 : Gel d’électrophorése SDS-PAGE présen@profil protéique de la fraction PROT1-UBel d’acrylamide & 17 %

On remarque en premier lieu une bande importanteaahdu gel, montrant qu’une partie
des protéines n'a pas migré sur le gel d’électropdm Cette bande épaisse représente les
protéines de hauts poids moléculaire€lle est tres peu résolue a cause du choix dliagai
et pourrait représenter la population protéiquéal& poids moléculaire visible sur les profils
HPLC. On remarque aussi de tres fines bandé&s kDa et une autre bande située ert8eet
63 kDa. Ces populations protéiques ne ressortent pde puofil HPLC, méme si on remarque
un signal latent entre 10 minutes et 10 minutess&Xndes correspondant a 66-80 kDa.
Néanmoins, cette population protéique a été daettéa)lva rigida par Rouxel eal. (2001).

De plus, on remarque la présence de bandes pduags de faible intensité en bas du gel
d’électrophorése représentant des populations igue® de bas poids moléculaire. Ces
résultats sont cohérents avec ceux obtenus stofiehPLC, ou I'on a identifié une importante
population protéique de bas poids moléculaire. Aproir confirmé les profils protéiques des
fractions PROT1-Ul et PROT1-UR par analyses électrophorétiques, leur composkiion
acides amineés libres a été déterminée par dessasalyPLC-MASS.

c. Composition en acides aminés totaux des fractionsqiéiques PROT1-Ul d'Ulva
intestinaliset PROT1-UR d'Ulva rigida

La quantité d’acides aminés totaux retrouvée dem&action®ROT1-Ul etPROT1-UR
est donnée dans fegure 7Q La fractionPRO1-Ul est composée majoritairement de leucine
(27,2%), d’isoleucine (23,3%) et de valine (28,4%4. fraction PROT1-UR, tout comme
PROT1-UI, est majoritairement composée de leucine (21,d%¥pleucine (16,8%), de valine
(20,9%), de phénylalanine (14,5%) et de proline3%d. La proline et la phénylalanine sont
retrouvées en plus faible quantités dans la frad@OT1-Ul, avec respectivement 5,2 % et
6,9 %.
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Arg  Tyr Gly B)
Met  0,1% 2,9% <0.08% Ala
2,6% His <0.7% Arg
0,
Glu <0.08% 0,2%
1,1% Pro
Lys 5,2%, His

0,5%

Asp
<0.5%

<0,2%

Met
3,8%

Glu
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0,6%
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" <1%
r
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Figure 70 : Compositions en acides aminés totaubadeaction PROT1-Ul, issue d'Ulva intestinalis)(At de la fraction
PROT1-UR, issue d’Ulva rigida (B).

D’aprés Lewis eal. (1960), les acides aminés majoritaires dhlea intestinalissont la proline,

la méthionine et l'acide aspartique. Les résultdienus pour la fractioRROT1-Ul lors de
nos travaux different de la littérature. De mémaerpa fractionPROT1-UR, les acides aminés
retrouvés majoritairement sont I'alanine, I'acidpartique et I'acide glutamique (Shuuluka et
al. 2013). La composition en acides aminés peut varidonction de la saison, la période et le
lieu de récolte mais aussi en fonction du staderaissance de I'algue (Lewisa&t 1962). Ces
faits peuvent expliquer les différences observéies i

L'un des objectifs de ces travaux est la productierfractions protéique et polysaccharidique
de bas poids moléculaire. Les fractid??ROT1-Ul etPROT1-UR présentées précédemment
ont été utilisées afin d’obtenir des fractions igties.

4.1.4 Obtention et caractérisation de fractionsgiqoies et
polysaccharidiques de bas poids moléculaire

Dans une protéine, la plupart des séquences pgpeislisont inactives mais posseédent
des fonctions biologiques aprés hydrolyse enzymatides algues marines possédant une
teneur en protéines élevée, leur utilisation cormmece de peptides bioactifs suscite un intérét
croissant (Hamed etl. 2015). En effet, elles présentent une forte paétéien matiere de
promotion de la santé et de traitement des maladies peptides bioactifs sont généralement
composeés de 2 a 20 acides aminés (Hamedl @015), leurs faibles poids moléculaires les
rendent plus facilement digestibles et biodisp@sbtjue les protéines. Les hydrolysats
protéiques ont déja de nombreuses activités bigleggi reconnues incluant des activités
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immunomodulatrice, anticancéreuse, anti hypertensmntioxydante, anti-inflammatoire ou
encore antibactérienne (Bhat @&t 2015; Biziulevicius et al. 2006; Garcia et al. 2013;
Chalamaiah edl. 2012).

L'un des objectifs du projet Neuronalg étant la duction de fractions peptidiques
susceptibles de traverser la barriere intestirtabe éa barriere encéphalo-rachidienne, le poids
moléculaire des fractions protéiqueROT1-Ul et PROT1-UR a été diminué afin d’obtenir
des peptides assimilables par I'organisme. L'hydmin vitro des protéines d'algues a l'aide
d'enzymes protéolytiques est le procédé le plusacoment utilisé pour dépolymériser les
protéines. Dans la méme logique, nous avons égaterdépolymérisé les fractions
polysaccharidiques Wlva intestinaligPSA-UI) et dUlva rigida (PSA-UR) afin d’obtenir des
oligosaccharides bioactifs susceptibles de travelsg barrieres intestinale et hémato-
encéphalique. Afin de reéaliser cette hydrolyse, sn@avons adapté une méthode de
dépolymérisation par catalyse acide supportéendi@a au point au sein du laboratoire (Adrien
etal. 2017). L'utilisation d’enzymes hydrolytiques a edfibis été proscrite en raison de la faible
disponibilité de ce type de biocatalyseur et du ta&$ €levée de leur application.

a. Hydrolyse enzymatique des fractions protéiques tllva intestinaliset d’Ulva
rigida

Afin de dépolymériser la fractioRROT1, différentes techniques peuvent étre mises en
ceuvre : la dépolymérisation physico-chimique oddpolymérisation par voie enzymatique.
L'hydrolyse acide a chaud permet d’obtenir des ideptde bas poids moléculaire rapidement
mais apporte trop de sel et I'hydrolyse acide stugpoest un procédé sans solvant mais
fonctionnant difficilement (risque de précipitatides protéines au sein de la colonne). Le choix
d’'une hydrolyse enzymatique parait donc étre |ls pldapté. De plus, de nombreux cocktails
d’enzymes protéolytiques d’origines végétale, atémau microbienne existent et ont été
utilisés avec succes pour produire des hydrolysapsidiques (Chalamaiah a&ft 2018). L'un
de ces cocktails trés couramment utilisé est Fleyone®, connu pour générer des peptides de
bas poids moléculaire. Ce cocktail contient huizyames provenant Aspergillus oryzae 2
aminopeptidases, 2 dipeptidyl peptidases, 3 enduojases et une-amylase (Merz eal.
2015).

Pour déterminer les conditions appropriées d’oiarde peptides de poids moléculaire ciblé,
nous avons réalisé une cinétique d’hydrolyse deadionPROT1 en respectant un protocole
déja mis au point au sein du laboratoire. Les iffées étapes de ce protocole appliqué aux
fractionsPROT1-Ul (Ulva intestinali3 et PROT1-UR (Ulva rigida) sont résumées sur la
figure 71:
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PROT1-Ul & PROT1-UR

2
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[ H-PROT1-Ul (PROT2-Ul) & H-PROT1-UR (PROT2-UR) ]

Figure 71 : Etapes successives effectuées afin d’hydrolyser les fractions PROT1-UI et PROTI-UR pour produire H-PROT]I-
UI et H-PROTI-UR

Chaque prélévement de la cinétique a été analysé par HPL-SEC au moyen d’une colonne
TSKGel 3000SW. Les profils chromatographiques obtenus au-cours de la cinétique
d’hydrolyse de PROT1-UI provenant d’Ulva intestinalis sont représentés sur la figure 72. A
tOh, ils mettent en évidence un pic majoritaire représentant une population protéique ayant un
poids moléculaire de I’ordre de 22 kDa. Concernant les temps d’hydrolyses tin et tzn, un franc
décalage du pic sur la droite du chromatogramme est observé, prouvant la diminution du poids
moléculaire des espéces protéiques. Trois pics majoritaires représentant trois populations
protéiques se distinguent :

- Une population protéique éluée a 13,64 min ayant un poids moléculaire de 1’ordre de 7
kDa,

- Une population protéique élué¢e a 14,4 min ayant un poids moléculaire de I’ordre de 4,1
kDa,

- Une population protéique ¢luée a 15,20 min ayant un poids moléculaire de 1’ordre de 2
kDa.
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Figure 72:Suivi cinétique par HPL-SEC de I'hydr@ysnzymatique de la fraction PROT1-UI catalyséel@aocktail
Flavourzyme®: utilisation d’une colonne TSKGel 300080 cm x 7.5 mm), élué a 1 ml/min dans tamporspihate 0.1 M,
pH 7.

Concernant les temps d’hydrolydesettan, les profils obtenus sont superposables. En
effet, nous observons une population protéiquel&Ba ayant un signal plus important qu'a
tin outzn. En revanche, le pic représentant la populatiotépque ayant un poids moléculaire
de 7 kDa a disparu sous l'effet de I'hydrolyse enagique, au profit d’'une population protéique
de 4,1 kDa et de peptides de bas poids moléculaaesctérisés par un épaulement du pic
correspondant a environ 14,5 min, et laugmentatiompic élué a 19 min. Parallelement, nous
notons la diminution quasi-totale du pic élué aii,meprésentant les protéines de hauts poids
moléculaires. Les temps d’hydrolys®s et t2anh sont différents des autres profils. En effet, ils
présentent une diminution tres nette des pics septént les trois populations protéiques (7,
4,1 et 2 kDa). Cette diminution peut s’expliqguer pae hydrolyse enzymatique poussée,
libérant des acides aminés libres ou des peptieléxed faible taille, non détectés a 210 nm.

Afin de confirmer ces analyses HPL-SEC, une anghgseslectrophorése SDS-PAGE

a été effectuée pour la fracti®@ROT1-Ul et les hydrolysatsl-PROT1-Ul (figure 73. Les
bandes correspondant a des protéines ayant un P&2athet 25 kDa et inférieures a 10 kDa
sont observées ainsi que la présence d’'une traaraetérise d’une multitude de protéines non
résolues. Une bande intense au niveau du puitatgeiment révele des protéines de hauts poids
moléculaires. En ce qui concerne les hydrolyseBBROT1-Ul (4h, 6h et24h), la disparition

de la trainée protéique laisse penser que |'adbpdrolytigue des enzymes a permis la
dépolymérisation de ces protéines. La bande maijicorrespondant a des protéines entre 20
et 25 kDa diminue d’intensité au cours du tempsrpuasiment disparaitre apres 24 h
d’hydrolyse. Ces résultats confirment les analyd®i -SEC. Il en est de méme pour la
population protéique de poids moléculaire infériautO kDa, qui devient plus résolue et se
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décale encore vers les bas poids moléculairesuas do temps.

t24h t6h t4h PROT1-UI

250 kDa
150 kDa

100 kDa
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10 kDa

Figure 73 : Suivi cinétique par électrophorése SBI&E de 'hydrolyse enzymatique de la fraction PRQIT catalysée par
le cocktail Flavourzyme® (gel d’acrylamide, 4-20%).

Nous avons ensuite appliqué le méme protocole ddtyse enzymatique a la fraction
PROT1-UR provenant dJlva rigida. Le profil chromatographique obtenu par HPL-SECade
cinétique d’hydrolyse dBROT1-UR est représenté surfigure 74 Il met en évidence un pic
majoritaire représentant une population protéiquealds moléculaire majoritaire supérieur a
669 kDa, un massif assez large représentant undagimm protéique ayant un PM majoritaire
de 5 kDa avec des variations de 30 a 3 kDa etareprésentant une population peptidique de
poids moléculaire inférieur & 1 kDa. Dans les pegmtemps de I'hydrolyse, l'intensité du pic
représentant la population protéique de poids mitdée supérieur a 669 kDa augmente contre
toute attente pour atteindre un maximum a t2h.eCaigmentation peut toutefois s’expliquer
par 'augmentation de la solubilité aqueuse de gmets de trés haut poids moléculaire
engendrée par leur dépolymérisation.

Concernant les autres populations protéiques,éamaldge des pics sur la droite du
chromatogramme s’opere pour donner des profils ditlysatsH-PROT1-UR de 1 a 6 h
d’hydrolyse comprenant un pic élué a 7 min (PM 8 Bba) d’intensité faiblissant, un pic élué
a 14 min (PM= 4 kDa) et un pic élué a 15 min (PM2 kDa).
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Figure 74:Suivi cinétique par HPL-SEC de I'hydrolys®ymatique de la fraction PROT1-UR catalysédgaocktail
Flavourzym@ : utilisation d’'une colonne TSKGel 3000SW (60 cii% mm), élué a 1 ml/min dans tampon phosphat&10.1
pH 7.

Concernant le profil del-PROT1-URzan, il montre une diminution importante mais non
aboutie du pic élué a 7 min ainsi que son dédoutrhéiau profit d'une population protéique de
PM majoritaire plus faiblexX 150 kDa). Le pic €lué a 14 min a quant a lui quasit disparu
pour laisser place a des populations peptidiqudaidie PM (k < 15 min : PM < 2 kDa).

Afin de confirmer ces analyses HPL-SEC, nous avoasactérisé les hydrolysats par
électrophorése SDS-PAGEgure 79. Les bandes présentes initialement corresporaddes
protéines de PM proches de 10 et 15 kDa sont legigut retrouvées dans la fractPROT1-
UR. Comme pour la fractioPROT1-Ul, une trainée caractéristique de la présence d'une
multitude de protéines non résolues est eégalenwéersur I'intégralité de la séparation, ainsi
gu'une bande intense au niveau du puit de chargeroaractéristique de protéines de hauts
poids moléculaires n’ayant pas pu migrer en ragomaillage serrée.

En ce qui concerne les hydrolysaisPROT1-UR (4h, 6h et 24h), nous remarquons la
disparition de la trainée protéique, laissant pegse I'action hydrolytigue des enzymes a
permis la dépolymérisation de ces protéines.
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Figure 75 : Suivi cinétique par électrophorese SPM&E de I'hydrolyse enzymatique de la fraction PR@R catalysée
par le cocktail Flavourzyme® (gel d'acrylamide, 17 %

L'hydrolyse de la fractioROT1-UR a pour effet la disparition de la trainée protéiqu
et de ces deux bandes majoritaires, ainsi quedidgn d’'une bande trés intense et diffuse
correspondant a des protéines de PM trés inféreeliiskDa. Parallelement, une bande proche
de 27 kDa apparait de plus en plus intense. Ces fdepulations protéiques pourraient
correspondre aux populations protéiques de 12 kida @7 kDa retrouvées chbliva rigida
par Fleurence etl. (1995). Enfin, deux bandes situées au niveau dgumear de taille de 75 et
100 kDa sont notées uniquement aprés 24 h d’hyskolge qui est cohérent avec notre
observation préalable par HPL-SEC d’un pic dédaublé

b. Obtention et caractérisation structurale de fractios peptidiques de bas poids
moléculaire provenant dUlva intestinaliset Ulva rigida

Dans le cadre de cette thése, un des objectifdeepiroduire un hydrolysat peptidique
contenant des peptides de bas poids moléculaicesiiisles de pouvoir traverser les barriéres
intestinale et hémato-encéphalique. Seuls lestdi-peptides £ 350 Da) vont étre absorbés
directement au niveau des bordures en brosserdeskin (Cassilde. 2016). Compte-tenu du
mode d’ingestion par voie orale choisi pour I'étilevivo de ce projet, il était nécessaire de
prendre en considération I'hydrolyse acide et eratjque subie par les fractions peptidiques
lors de leur passage dans le tractus gastro-inégtiuneau etl. 1997). Afin de caractériser
la distribution du poids moléculaire des protéiaepeptides produits dans les hydrolyddits
PROT1, ceux-ci ont été filtrés au moyen de membranefltdation présentant des seuils de
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coupure difféerents (3 kDa, 10 kDa et 50 kDa). Lacfion PROT1-Ul comporte tres
majoritairement des protéines de PM compris er@iret5.0 kDa (85%), seulement une faible
proportion de protéines de PM supérieur a 50 k@B@o)3et une proportion de protéines et
peptides ayant un poids moléculaire inférieur akDia (15%) figure 76. Le taux de
recouvrement obtenu dans ce cas est trés largemedétieur a 100%, ce qui est probablement
dd a une limitation de la méthode de quantificatitihsée. Bien que cela tende a diminuer le
degré de confiance qui peut étre accordé a ceaéste dernier corrobore la caractérisation de
cette fraction par HPL-SEC et SDS-PAGE.

100 85 %
% 80 + @ PROT1-UI
= )
= 48 9% 52 %
é 60 36 % 37 9% Otlh
5 40
3 18 % Ot4h
=20
6 %
0 ] — .
> 50 kDa 50 --10 kDa 10--3 kDa <3kDa

Figure 76 : Distribution du poids moléculaire de®tgines et peptides présents dans la fraction PROTet les hydrolysats
H-PROT1-Ul1h, H-PROT1-UI2h et H-PROT1-Ul4h.

L'hydrolyse enzymatique de la fractioRROT1-Ul donne rapidement lieu a la
dépolymérisation des especes protéigues de PMisupér10 kDa au profit de protéines de
PM inférieur et surtout de peptides de moins d®a3, kprésents respectivement a hauteur de
22% et 60% apres 2 h. Seul le fait que les proséileePM supérieur a 50 kDa soient retrouvees
en plus grande proportion dans I'hydrolysaPROT1-Ul4n (19%), que dans les hydrolysats
H-PROT1-Ul2n et H-PROT1-Ulsn peut sembler incohérent. Cela peut s’expliquetetfois
par la possibilité que certaines protéines dedraade taille, insolubles dans leur état natif,

voient leur solubilité augmenter au cours de lagestion enzymatique, une fois leur taille
réduite.

La fraction PROT1-UR a donné des résultats divergerfigufe 77, car cette fraction
comporte presque exclusivement, & hauteur de 888gpmbtéines présentant un PM supérieur
a 50 kDa, associées a de faibles proportions deipes de PM compris entre 10 et 50 kDa
(6%) et inférieur & 3 kDa (20%). Ces résultats smhtérents avec les analyses HPL-SEC et
SDS-PAGE de cette fraction. Les fractidhd?ROT1-UR2n et H-PROT1-URa4n contiennent
respectivement 48% et 10% de protéines de PM supéa 50 kDa pour 38% et 70% de
peptides de PM inférieur a 3 kDa, ce qui montre Ifuglrolyse enzymatique a mené assez
rapidement a la dépolymérisation de pres de 90%dsines nativedigure 75.
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Figure 77:Distribution du poids moléculaire des f@mes et peptides présents dans la fraction PRORet les hydrolysats
H-PROT1-UR2h et H-PROT1-UR4h.

Les peptides bioactifs sont généralement compas@sad20 acides aminés (entre 350
et 2200 kDa), et il est important que les fractie@kectionnées, lors de ce projet, contiennent
une majorité de peptides ayant un PM dans cevaites. Ces fractions doivent aussi contenir
des peptides de bas poids moléculaire susceptiblpsuvoir traverser les barrieres intestinale
et hémato-encéphaliqgue comme les di- et tri-peptfde350 Da) (Cassilde. 2016). Ainsi, dans
le choix des temps d’hydrolyse pour obtenir lesrbiydats peptidiques, il est important de tenir
compte de I'hydrolyse acide et enzymatique subaslgs fractions peptidiques lors de leur
passage dans le tractus gastro-intestinal (Hunesul997).

Pour la fractiorPROT1-UR, les temps d’hydrolyse enzymatique 6h et 24h étapt
avances au point d’aboutir a la libération de tresbreux acides aminés, les hydrolydats
PROT1-URzn et H-PROT1-UR4n ont été sélectionnés. La proportion de protéinésuet
peptides ayant un poids moléculaire inférieur 3 baraissant trop importante au sein de la
fractionH-PROT1-URu4n, cela pourrait conduire a la production gastrestihale de peptides
de taille trop réduite lors de leur applicatiorvivo. La fractionH-PROT1-UR2n semble étre
un bon compromis. Elle contient une proportiontre¢ade peptides (< 3 kDa) associée a une
proportion importante de protéines de PM infériaus0 kDa, permettant d’envisager leur
digestion gastro-intestinale dans le modele anenalnsi la libération de peptides bioactifs.

Dans la méme logique, I'analyse des hydrolysata diectionPROT1-Ul a conduit a
choisir I'nydrolysatH-PROT1-Ul1n, qui semble représenter un bon compromis du tasal
teneur en peptides (< 3 kDa), et protéines de Ppecis entre 10 et 3 kDa.

La capacité d'un peptide a présenter une activiteimflammatoire, et plus largement
immunomodulatrice, peut dépendre de sa compos#imracides aminés, de sa séquence
peptidique, de sa taille, de sa charge ou encoodehydrophobicitéBerthou et al. 1987,
Jacquot et al. 2010). Partant de ce constatdpdes présents dans les fractifiOT2-Ul
et PROT2-UR et leur composition en acides aminés ont été ifilet par chromatographie
liquide a ultra-haute pression associée a la speétrie de masse haute résolution (UHPLC-
MS HR). Une fois lyophilisées, les fractions oné éiltrées au moyen d’'une membrane
d’ultrafiltration ayant un seuil de coupure de 9Dakfigure 78. Cette étape nous a permis de
nous débarrasser des protéines de haut poids netécypouvant altérer la sensibilité et la
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résolution de I’analyse. Les fractions obtenues, nommées PROT2-Ul< 50 kpa et PROT2-UR<5s0
kDa ont ensuite été lyophilisées jusqu’a leur analyse UHPLC-MS HR.

PROT2-Ul etPROT2-UR

v

Passage sur membrane d'ultrafiltration (seuil dgpaoe < 50 kDa)

v

Lyophilisation

v

etPROT2-UR

PROT2-UI < 50 kDa

<50 kDa

Figure 78 : Différentes étapes conduisant a la production des fractions PROT2-UR <50 kDa et PROT2-UI <50 kDa

Une fois produite et lyophilisée, la composition peptidique et la composition en acides
aminés des fractions PROT2-Ul<so kpa et PROT2-UR<s0 kpa ont été caractérisées. Pour cela,
les fractions PROT2-Ul<s0 kpa et PROT2-UR<s0 kpa ont été analysées par spectrométrie de
masse (ESI-Q-TOF) aprées séparation par UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography).

Le tableau 17 répertorie les peptides identifiés dans la fraction PROT2-Ul< 50 kpa. 92
peptides ont ét¢ identifiés, et plus précisément 14 dipeptides, 5 tripeptides, 15 peptides
contenant 4 acides aminés, 15 peptides contenant 5 acides aminés, 7 peptides contenant 6 acides
aminés, 10 peptides contenant 7 acides aminés, 9 peptides contenant 8 acides aminés, 4 peptides
contenant 10 acides aminés, 6 peptides de 11 acides aminés, 1 peptide de 12 acides aminés, 9
peptides de 13 acides aminés, 1 peptide de 14 et 15 acides aminés.

Les acides aminés majoritaires composant ces différents peptides provenant de la fraction
PROT2-UI sont la leucine et 1’isoleucine (17,1%) et I’alanine (9,7%). D’autres acides aminés
sont retrouvés en proportions égales : la glycine (7,6%), I’acide glutamique (7,6%), 1’acide
aspartique (7,9%), la tyrosine (7,4%), la thréonine (7,9%) et la sérine (7,1%).
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Tableau 17 : Composition en peptide et en acidearde la fractioPROT2-UI. * représentant les acides aminés non

élucidés et () représentant les peptides indétemin

Temps de Masse
Ordre rétention Ion monoisotopique Précision (ppm) Acides aminés ou petides
(min) expérimentale (Da)

1 2,58 [M+H]* 233,1130 0,86 VD

2 3,20 [M+H]* 508,1899 2,56 EGESS

3 3,81 M +H]* 247,1284 2,02 VE

4 4,16 [M+H]* 246,1456 2,84 I/LN

5 5,65 [M+H]* 247,1289 2,02 I/LD

6 5,65 M +H]* 247,1294 2,02 EV

7 6,67 [M+HJ* 294,1545 2,72 I/L-hexose

8 8,21 [M+HJ* 261,1452 0,77 I/LE

9 8,81 [M+HJ* 261,1452 0,77 I/LE

10 9,57 [M +HJ* 590,2798 2,88 ETVNQ

11 9,80 [M+HJ* 404,2132 1,98 I/LSAN

12 10,40 [M+HJ* 419,2135 0,00 TVAE

13 10,70 [M+HJ* 449,2243 1,56 TEVT

14 10,93 M +H]* 328,1394 0,61 F-hexose
15 11,32 [M+HJ* 418,2293 0,96 I/LSAQ

16 11,52 [M+HJ* 555,2410 0,18 TGYTN

17 11,52 [M +HJ* 203,14 4,43 AlI/L

18 11,83 [M+HJ* 546,2520 0,18 DAI/LNN
19 12,46 M +H]* 502,2625 1,00 AI/LNGQ
20 12,66 [M+HJ* 295,1294 1,69 FE
21 12,87 [M+HJ* 475,2515 0,84 AI/LSNA
22 13,41 [M +HJ* 367,1506 0,27 W-hexose
23 14,27 [M+HJ* 350,1740 1,43 I/LMS
24 14,48 M +H]* 526,2163 4,18 SAYDA
25 14,48 [M+H]* 526,2163 4,18 *DADA
26 15,29 M +H]* 440,1667 0,68 EEY
27 16,18 M +H]* 403,2188 0,07 DVVA
28 16,65 M +H]* 237,1241 3,08 AF
29 17,22 M +H]* 205,0982 2,44 W
30 17,60 M +H]* 229,1552 2,18 I/LP
31 18,01 M +H]* 492,2662 0,61 SI/LTTA
32 19,09 [M+H]* 458,2607 0,59 I/LPQT
33 19,09 [M+H]* 458,2607 0,59 QPI/LT
34 19,98 M +H]* 295,1659 2,03 I/LY
35 21,39 [M+H]* 302,2077 0,66 I/LI/LG
36 21,76 [M+H]* 416,2517 1,20 *GSI/LA
37 21,76 [M+H]* 416,2517 1,20 NVI/LA
38 22,01 [M+H]* 409,2078 1,00 VGAY
39 22,01 [M+H]* 409,2078 1,00 I/LNY
40 22,25 [M+H]* 552,2316 1,81 EAEFG
41 22,64 [M+HJ* 411,7227 6,07 YTI/LDPP*
42 22,64 [M+HJ* 295,1654 0,34 YI/L
43 23,03 [M +2H]* 720,3186 0,99 QAAEAAESGDFKSE
44 23,25 [M +2H]* 841,8622 - *QSDWSEAEAAHS
45 23,45 [M +HJ* 777,3397 0,40 NQAAEAAESGDESKF
46 23,65 [M+HJ* 459,2179 3,64 EEYTFTK
47 23,65 [M +HJ* 459,2179 3,64 KFTTYEE
48 23,65 [M +HJ* 459,2179 3,64 KFYTTEE
49 23,85 M +HJ* 550,2878 1,13 (I/L)GTYP
50 24,12 [M+HJ* 790,4323 2,21 TI/LATI/LSNA
51 24,32 [M+HJ* 329,1500 1,28 YF
52 24,53 [M+HJ* 373,2276 3,22 KDTVI/LI/LG
53 24,53 [M + 2H]> 766,8573 - *KDI/LI/LI/L*
54 25,18 [M+HJ* 401,2756 0,72 VVAI/L
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55 25,18 M+ HJ* 600,3360 1,33 SPGGI/LGI/L
56 25,18 M+ HJ* 600,3360 1,33 SNI/LPGI/L
57 25,58 M+ HJ* 873,3639 1,57 (YG)YGDI/LDA
58 25,58 M +H]J* 873,3639 1,57 (YG)GI/LDYDA
59 25,58 [M +HJ* 873,3639 1,57 (YG)DI/LGYDA
60 25,58 [M +HJ* 873,3639 1,57 (YG)DYGI/LDA
61 25,58 [M+HJ* 873,3639 1,57 (DI/L)GYGYDA
62 25,86 M+ HJ* 687,2986 0,17 DI/LGYGY
63 26,07 M +H]J* 579,3143 0,98 NVI/LAY

64 26,07 [M + 2H]* 590,7799 3,71 QEYENI/LI/LGSQ
65 26,07 M +H]J* 555,2821 1,31 YI/LYP

66 26,73 M +H]J* 431,2497 0,86 DI/LAI/L

67 27,04 M +HJ* 401,2756 0,72 I/LVGI/L

Tableau 18 : Composition en peptide et en acide @minla fractiolPROT2-UR * représentant les acides aminés non

élucidés,
Temps de Masse
Ordre rétention Ion monoisotopique Précision (ppm) Peptides ou acides aminés
(min) expérimentale (Da)
1 1,33 [M +H]J* 175,12 4,73 R
2 1,69 M +HJ 219,0981 2,28 AE
3 1,84 M +HJ 249,1086 2,007 TE
4 1,92 M +HJ 217,119 3,22 TP
5 1,92 M +H] 232,1298 5,6 TN
6 1,92 M +HJ 277,1032 6,85 EE
7 2,25 M +HJ 205,1189 7,8 SV
8 2,57 M +HJ 233,138 1,28 DV
9 3,39 M +HJ 189,1237 4,75 VA
10 3,73 M +H] 247,1298 6,06 VE
11 4,13 M +HJ 205,1187 6,82 VS
12 4,42 M +H] 189,1239 3,17 AV
13 5,84 M +H] 247,1295 0,8 ID
14 6,39 M +H] 182,0815 1,09 Y
15 6,39 M +H] 247,1295 0,89 LD
16 7,27 M +HJ 297,1089 1,009 DY
17 8,52 M +HJ 203,1395 0,98 AI/AL
18 9 M +H] 261,1454 4,21 IE
19 9,75 [M +HJ* 261,1454 4,21 LE
20 11,6 M +H]J* 166,0865 12 F
21 12,77 [M +HJ* 247,1295 4,85 DI
22 12,82 [M +HJ* 281,1139 5,69 DF
23 13,49 [M +HJ* 243,1346 1,64 SH
24 14,12 [M +HJ* 247,1295 4,85 DL
25 15,34 [M +HJ* 243,1346 12,3 HS
26 15,81 [M +HJ* 295,1292 5,76 WS
27 16,89 [M +HJ* 223,1082 0,44 FG
28 17,55 [M +HJ* 281,15 6,04 VY
29 18,3 M +H]* 253,1188 5,92 SF
30 19,16 [M +H]J* 223,1082 0,44 GF
31 19,54 [M +H]J* 279,1342 3,22 YP
32 19,95 [M +HJ* 229,1552 0,43 IP/LP
33 20 [M +HJ* 300,1917 1,33 AIP/ALP
34 21,38 [M +H]J* 229,1552 3,92 IP/LP
35 21,96 [M +H]J* 314,2079 5,09 VVP
36 22,5 M +HJ 263,1396 4,94 FP
37 22,89 M +HJ 295,1656 6,77 IY/LY/YI/YL
38 23,43 M +H] 431,2138 0,93 SEVP/SVEP
39 23,77 M +H] 263,1393 3,8 FP
40 23,77 M +HJ 590,2678 4,23 DVLED/VDLED
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41 24,34 [M +H]J* 520,3126 0,57 LPPPP/IPPPP

42 24,54 [M +H]J* 328,233 3,04 LVP/IVP

43 24,97 [M +H]J* 304,166 5,58 VW/WV

44 25,21 [M +H]J* 385,2448 3,89 PGVL/GPVL

45 25,21 [M +H]J* 586,3079 1,02 LLVLE

46 25,82 [M +2H]* 818,881 - *TELAVGTDTSGDGSP
47 27,09 [M +H]J* 342,24 4,96 IILLP/ILP/LIP/IIP

48 27,27 [M +2H]* 665,7678 - *x*EPEVE

49 27,72 [M +H]J* 580,2971 6,54 TVLTF

50 30 [M +H]* 665,7678 /1330,5278 - GPVE*****ADL

51 30,41 [M +2H]* 805,4255 13 PSGLEAPQKVLEVDQ/SPGLEAPQKVLEVDQ
52 30,69 [M +2H]* 566,2823 13,24 EVLESGQQLE/DLLESGQQLE

Le tableau 18répertorie les peptides identifiés dans la fracRBEROT2-UR<so kpa. 52
peptides ont pu étre identifiés et plus précisénghdipeptides, 4 tripeptides, 3 peptides
comportant 4 acides aminés et 9 peptides compostatides aminés ou plus. Des acides
aminés libres ont aussi été identifiés tels qugirdne. La fractiorPROT2-UR<so kpacontient
donc en majorité des dipeptides. Cette répartasirdifferente de celle obtenue pIROT2-
Ul<so kpa. En effet, la fractiolPROT2-UR<s0 kpacontient en majorité des peptides de 4 a 6
acides aminés. Les acides aminés majoritaires ceampoces différents peptides sont la
leucine/l'isoleucine (14,8%), la valine (14,1%), peaoline (13,4%) et I'acide glutamique
(10,7%) figure 79. Ces résultats sont cohérents avec la compostioacides aminés de la
fraction PROT1-UR qui est composée en majorité de leucine, d’isaheyale valine et de
proline. Ces acides aminés sont connus pour resdires la composition de peptides présentant
des activités anti-inflammatoires (Chalamaiahle2018). 17 peptides présents dans la fraction
PROT2-UR contiennent de la proline, 20 peptides contienmentla valine, 22 peptides
contiennent de la leucine ou de I'isoleucine epé&ftides contiennent de I'acide aspartique. 6
peptides contiennent au moins 2 de ces acides ajBnén contiennent au moins 3 et 6 en
contiennent au moins 4. La composition en acidemésnde la fractioPROT2-UR est
différente de celle retrouvée ch®ROT2-Ul. Uniquement la leucine et l'isoleucine sont
présentes majoritairement dans les deux fractiiogsé 79.

Trp B) Trp

05%__ 1,3%

Pro W
5,3% Pro
13,4%
Met His
0,3%\ His Asn 2,0%

Lys
1,8%

Figure 79: Compositions en acides aminés des peptéquencés de la fractiBROT2-U|, issue d'Ulva intestinalis (53
peptides séquencé@), et de la fraction PROT2-UR, issue d’Ulva rigid6 (peptides séquencés)).

0,8% 0,7%
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Les capacités anti-inflammatoires des peptides dépendre de leur composition en
acides aminés, de leur charge, ou encore de I'aldseacides aminés dans le peptide (
Chalamaiah eal. 2018). Généralement, ils sont composés de 2 @itl®@saaminés et sont de
nature hydrophobe (alanine, isoleucine, leucinethiogine, phénylalanine, tryptophane,
valine, tyrosine) (Chalamaiah &t 2018). Les fractionPROT2-Ul etPROT2-UR possedent
en grand nombre des peptides de 2 a 10 acides ancmienant en majorité de la
leucine/isoleucine, de I'alanine, de la prolineemeore de la valine.

Les acides aminés les plus fréquemment retrouvéss dées peptides
immunomodulateurs sont des acides aminés hydrophelseque la glycine (G), la valine (V),
la leucine (L), la proline (P) la phénylalanine,(R)ais aussi des acides aminés anioniques
comme l'acide glutamique (Q) ou aromatiques comantgriosine (Y).

On retrouve, dans les fractioRROT2-Ul et PROT2-UR, de I'acide glutamique en
forte quantité, entouré généralement d’acides asrtiyérophobes. Il a été démontré que des
acides aminés hydrophobes positionnés a c6té diypiusieurs résidus de glutamine, d'acide
glutamique, de tyrosine, de tryptophane (W), detéige (C), d'asparagine (N) ou d'acide
aspartique (D), potentialisent les activités imnmmuodulatrices de peptides (Headt2015; Vo
etal. 2013; Hou et al. 2012; Kim et al. 2013). La composition des fractioRROT2-Ul et
PROT2-UR font donc d’elles de bonnes candidates pour és&és en tant qu’extrait anti-
inflammatoire (He etl. 2015; Vo et al. 2013; Kim et al. 2013; Hou et al. 2012). Apres
lyophilisation, la composition biochimique des tiansPROT2-UI <50 kpa et PROT2-UR <50
kDa @ €té caractérisée. Les résultats obtenus sonédatams I¢éableau 19

Tableau 19 : Composition biochimique des fractioROAF2-UR <50 kDa et PROT2-Ul <50 kDa

Teneurs massiques

Fraction . _ . ] . Equivalent
Protéines Sucres totaux Acides uroniqugs PolypkénolLipides
sulfates
PROT2-UI 32+5% 10 £ 4% 1+6% <1% <1% 13 + 2%
PROT2-UR | 451 7% 20 £ 6% 5+2% <1% <1% 16 £ 2%

La fractionPROT2-UI possede une teneur en protéines moins importaeteROT2-UR
(32 % contre 45 %). De méme, la teneur en polysa@ds totaux est moins importante chez
PROT2-Ul (10% contre 20%). Ces fractions hydrolysées congah moins de
polysaccharides et de protéines que les fractiatisgas PROT1-Ul etPROT1-UR). Ce fait
peut s’expliquer par le passage des échantillonsrset membrane de filtration, éliminant les
molécules ayant un PM supérieur a 50 kDa, mais pasde fait que le dosage de Lowry ne
permet pas de doser les acides aminés totaux aligeptides libérés lors de I'hydrolyse
enzymatique.
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c. Dépolymérisation des fractions polysaccharidiques d’Ulva intestinalis et d’Ulva
rigida

Dans le cadre de ce projet de thése, nous devions proposer des fractions peptidiques
(PROT2-UI et PROT2-UR), mais aussi des fractions polysaccharidiques de bas poids
moléculaire. Contrairement a la méthode appliquée pour la dépolymérisation des fractions
protéiques, la possibilité d’utiliser des enzymes hydrolytiques a été ici écartée en raison de la
faible disponibilité de ce type de biocatalyseur et du colt élevé de leur application. Nous avons
donc adapté une méthode de dépolymérisation hydrolytique par catalyse acide supportée, déja
mise au point au sein du laboratoire pour diminuer le poids moléculaire moyen de la fraction
polysaccharidique d’Ulva rigida (PSA-UR) (Adrien. 2016).

Cette méthode, impliquant 1’utilisation d’une résine échangeuse d’ions, cationique forte, de
type AMBERLYST™ 15 WET, a 80°C, ne nécessite pas 1'usage d’acide libre en solution et
permet de respecter la pratique de la chimie verte souhaitée et appliquée par 1’entreprise
Seprosys pour son procédé de fractionnement. La fraction PSA-UR, de poids moléculaire
moyen de 56 kDa, avait ainsi pu étre réduite apres 24 h a environ 4 kDa, au sein d’une nouvelle
fraction dénommeée PSB-UR. Sur la base de ces résultats, cette méthode a été transposée afin
de dépolymériser la fraction PSA-UI. La dépolymérisation a été suivie pendant 24 h et
controlée par analyse HPL-SEC (figure 80).

% 8 ©o o oo ——tOh
8 =X g88°%
2% - .
:g © ® ™o ™ 30 min
- - Y N~ ,
45 min
P | | I A &
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—7h
‘ —12h
5
——20h
24h

Temps d’élution (min)

Figure 80:Suivi cinétique par HPL-SEC de la dépolymérisation de la fraction PSA-UI obtenue par hydrolyse acide supportée
menée a 80°C au moyen d’une résine cationique forte (AMBERLYST™ 15 WET). Conditions HPL-SEC : colonnes TSK Gel
5000-4000PW (7.5 mm x 60 cm) montées en série, élué dans un tampon contenant 0,1 M d'acétate d'ammonium , débit :
Iml/min.
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La fractionPSA-Ul extraite par le procédé SEPROSYS® possede un poddisculaire
moyen de 61 kDa mais montre une polydispersité iapte. Le poids moléculaire moyen de
la fractionPSA-UR (56 kDa)est proche de celui obtenu pour la fractR®A-Ul (61 kDa).

Le profil HPL-SEC montre trois populations polydaaddiques représentées par trois pics
élués a 10,6 minutes (> 300 kDa), 14,8 minutes kKO&) et 18,3 minutes (12 kDa). Ces trois
pics majoritaires disparaissent au cours de la lgépoisation. En effet, les populations

polysaccharidiques se décalent vers la droite danchtogramme et vont étre éluée a 19,3
minutes. Ce pic augmente au cours de la dépolyatins et représente une population
d’'oligosaccharide de bas poids moléculaire. Entedfésn le poids moléculaire moyen est de
3280 Da.

Afin d’obtenir une fraction contenant des oligodsarides de bas poids moléculaire, le
temps de dépolymérisationitsemble adéquat avec un poids moléculaire moyeteea-de 10
kDa. Cette fraction appeleSB-Ul a ensuite été lyophilisée. Par la suite, la cortipos
biochimique et la caractérisation structurale dastionsPSB-Ul etPSB-URa été déterminée
et comparée aux fractions nativésSA-Ul et PSA-UR). Les résultats sont donnés dans le
tableau 20

Les fractiond?SA-Ul etPSA-UR possedent des caractéristiques structuralesetities
avec une population polysaccharidique ayant un Pdfem plus important dans la fraction
PSA-UI (112 kDa contre 56 kDa). Ces résultats sont corrttravec la littérature. En effet, les
travaux de Paesuraa&t 2015 montre une population polysaccharidique ¢hea intestinalis
de 110 kDa.

Tableau 20 : Composition biochimique et caractéi@astructurale des fractions polysaccharidiquesart (PSA), et aprés

dépolymérisation (PSB), issues d’Ulva rigida etdlintestinalis. Mn (Daltons) ZNi * Mi/Ni. Mw (Daltons) =2Ni * Mi2/ ZNi
* Mi. | = indice de polydispersité

Teneurs massiques (%) Caractérisation structurale
Fraction Protéine Sucres totaux =~ Acides uroniques Polyphénols Lipides Equivalent Mw Mn |
Sulfates
PSA-UI 11+ 2% T4+ 4% 10 £ 4% <1% <1% 22 +3% 112489 D47297 Da 24
PSB-UI 7+£2% 69 + 6% 7+ 5% <1% <1% 12+1% 3230Da 1840Da 2.8
PSA-UR 8+4% 80 £ 5% 6 +£2% <1% <1% 13+ 2% 56711 Da31323 Da 1.8
PSB-UR 1+£2% 72+ 4% 6 £ 3% <1% <1% 8+2% 4137 Da  1470Da 238

La fraction PSA-Ul possede 74 % de polysaccharides totaux dont 1G¥dide's
uroniques contre 80 % dont 6 % d’acides uroniqums fa fractionPSA-UR. La teneur en
esters de sulfates portés par les polysacchargtgdies importante dans la fracti®@A-Ul
avec un taux de sulfate de 22 % contre 13 % P&A-UR. En ce qui concerne la teneur en
protéines, les fraction®SA-Ul et PSA-UR en possedent une faible quantité avec
respectivement 11 et 8%. Les teneurs en polyphétas lipides sont inférieures a 1% pour
les deux fractions. En revanche, concernant lesidress dépolymériseéd3SB-Ul et PSB-UR,
peu de modifications de la teneur en sucres totaongcides uroniques et en protéines sont

146



Résultats et Discussions

visibles. Les fractions sont majoritairement congassde polysaccharides, 69 % pe&B-Ul

et 72 % pouPSB-UR La dépolymérisation semble avoir impacté la temeusulfate pour les
fractions provenant @iva intestinalispassant de 22% a 12 %, mais peu concernant les
fractions issues tlva rigida.

Ces résultats obtenus lors de ces travaux sonhgssai-dessoudigure 81) et sont intéressant
pour I'entreprise SEPROSYS. lls permettent en affehvisager la valorisation de quatre
nouvelles fraction®ROT2-Ul, PROT2-UR, PSB-Ul etPSB-UR
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Figure 81 : Schéma récapitulatif de la production des différentes fractions SEPROSYS
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4.2 Fractions provenant de macroalgues vertes,
remede anti-age et anti-tache

Notre peau est le reflet de notre santé et faij¢od’attentions particulieres de plus en
plus grandes. Les signes de I'age et les impediestcutanées sont traités au méme titre que
les dysfonctionnements des autres organes du barpain. Récemment, les consommateurs
ont commencé a se méfier des produits chimiguesldarproduits cosmétiques ce qui entraine
une demande croissante de produits naturels eagiqaement durables (ressources vertes et
disponibles sans impacter la biodiversité). Cessgqiarticulier est constamment a la recherche
d'innovations, notamment de principes actifs. Aipde ce point de vue, le monde marin est
susceptible d'ouvrir de nombreuses possibilitésnBjue de nombreuses algues aient déja été
utilisées dans certaines formulations cosmétigegsptentiel des macroalgues marines vertes
reste largement inexploité. C’est dans ce contgxées’inscrit une partie de ce projet de these,
qui vise a la détermination des potentiels antiéigmti-tache des différentes fractions obtenues
a partir du procédé de fractionnement Seprosyscuphux algueb. intestinalisetU. rigida.

Dans une premiére partie, nous identifierons leemitl anti-Age des différentes
fractions produites par le procédé SEPROSYS. Lidisgement de la peau est étroitement lié
a la dégradation de la matrice extracellulairejagic a la réduction de la production de ses
composants tels que collagéneou I'acide hyaluronique, mais aussi a la combinaison, en
autre, de 'augmentation du niveawadivité de la MMP-1. Nous évaluerons I'impact de nos
fractions sur la viabilité de fibroblastes dermigireimains, sur la production de collagéne et
d’acide hyaluronique et sur I'activité de la MMP-1.

Dans la seconde partie de ces travaux, nous igeotis le potentiel anti-tache des
différentes fractions SEPROSYS. Les taches pignresteetrouveées sur la peau sont causées,
principalement, par l'accumulation de mélanine pited par les mélanocytes, dans des
organites appelés mélanosomes. La quantité de meélanoduite par les mélanocytes est
principalement déterminée par la régulation diremteindirecte de la tyrosinase, enzyme
responsable des premieres étapes de la voie deesgnde la mélanine. Nous évaluerons donc
impact des différentes fractions sur la viabildé mélanocytes murins, la production et la
sécrétion de mélanine et sur l'activité de la tyrase.

Afin d’évaluerin vitro les potentiels anti-age et anti-tache des difté@wriractions
provenant dJ. intestinalisetU. rigida, nous utiliserons deux lignées fibroblastiguesmigues
humaines (CCD 1059, provenant d’'une femme cauaasiga 20 ans et CCD 1090, provenant
d’'une femme caucasienne de 46 ans), et une lignéeéthnocytes murins B16FO, trés utilisée
en dermocosmeétique pour le criblage d’actifs aathe.
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4.2.1 Détermination du potentiel anti-age dastfons algales

Le potentiel anti-age des fractions issudd.digida et U. intestinaliscorrespondant a
I'extrait aqueux EA-Ul / EA-UR), au rétentat-Ul / R-UR), au perméatR-Ul / P-UR) a la
fraction protéique FROT1-Ul / PROT1-UR) et a la fraction polysaccharidigyBSA-Ul /
PSA-UR), a été évalué sur deux lignées fibroblastiquesnidgres humaines (CCD 1059,
provenant d'une femme caucasienne de 20 ans et C@ID, provenant d’'une femme
caucasienne de 46 ans) a des concentrations @drtt a 500 pg/ml (concentration limite pour
la rentabilité du produit). Ces concentrations&tgtchoisies afin de rester dans la linéarité du
premier projet de these (Adrien. 2016).

a. Cytotoxicité des fractions algales

i. Effet des fractions algales sur la viabilité cedlu des fibroblastes

Les figures 82.A et 82.Brésentent I'effet de ces fractions sur la vidbilles deux
lignées fibroblastiques 1059 et 1090. En ce quceamela lignée 1059 nous observons que
'ensemble des fractions induit une diminution #igative dose-dépendante de la viabilité
cellulaire significative, excepté®&sUIl etP-UR qui semblent peu l'affecter. A la concentration
la plus élevée (500 pg/ml), la viabilité cellulagst la plus diminuée, de 72 et 65% pBiér
Ul etEA-UR, de 32 et 59 % polr-Ul etR-UR, et de 42 et 47% potrROT1-Ul etPROT1-
UR. Les fractions contenant des biomolécules de hmnitis moléculaires semblent donc avoir
un impact plutét négatif sur la viabilité cellukides fibroblaste$059alors que les fractions
contenant des biomolécules de bas poids molécsjdiedes queP-Ul et P-UR, ont peu
d’'impact sur la croissance fibroblastique. P&uidignée 1090 nous pouvons observer des
résultats trés similaires, hormis pour les fradiRAUR etPROT1-UR qui, contrairement a la
lignée 1059 n’affectent pas la viabilité cellulaire. Malgréette diminution de viabilité
cellulaire, aucune différence morphologique n’a @we observée sur les deux lignées
fibroblastiques au contact des différentes frastidres fractions modifient donc la croissance
des fibroblastes mais n’alterent pas leur morphieloGes observations nous conduisent a
penser que les différentes fractions n'induisestgmnécrose.

Le test MTT utilisé pour évaluer la viabilité cdiire permet de dénombrer les cellules
dont le métabolisme respiratoire mitochondrialvéable. Il méne donc a une appréciation de
la différence du nombre de cellules vivantes dassplits entre les conditions d’essai et des
conditions contrdles. Il ne permet pas d’estimengact d’'un composé sur la cytotoxicité en
termes de mort cellulaire. Afin de pallier a ce o d'information, nous avons donc
également évalué l'effet des fractions algaleslaunort cellulaire par nécrose des souches
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Figure 82.A:Test de viabilité cellulaire sula lignée fibroblastique 105%pres 48 h de contact avec les différentes frastisgues ¢
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ii. Effet des fractions algales sur la mortalité ceditd des fibroblastes

La mort cellulaire peut étre évaluée par la quenatiion de l'activité de la lactate
déshydrogénase (LDH) libérée par les cellules m@&a®, qui présentent des lésions de leur
membrane plasmique. Cette enzyme cytoplasmiquiegtadsente dans toutes les cellules est
en effet rapidement libérée dans le surnageantiltiere cellulaire apres endommagement de
la membrane plasmique. Ldgures 83.Aet 8.B montrent_la mortalité induite par les
différentes fractions sur les lignées fibroblastisju

Concernant lalignée fibroblastique 1059 nous n’observons pas de mortalité
significative induite par les différentes fractiand.0 et 100 pg/ml. Seules les fractiBitR,
PROT1-UR, R-Ul et PROT1-Ul semblent montrer une légere cytotoxicitée a 500mhg/
exprimée par une augmentation de la mortalité leglupar nécrose de I'ordre de 10 a 26%. A
linverse, les fraction®-Ul etP-UR semblent avoir un effet protecteur puisqu’elleguigent
la mortalité cellulaire de 20 et 11%.
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Figure 83.A:Test de mortalité cellulaire sur la lignéeréiblastiquel059 aprés 48 h de contact avec les différentastions
issues du procédé Seprosys. La mortalité des esllalété exprimée en pourcentage par rapport alluleg non traitée
(témoins). Les valeurs sont exprimées en moyeroart-type avec n = 10 répétitions. Les différersigsificatives entreek
valeurs obtenues et celles des conditions contgdasindiquées par * (p <0.05), ** (p <0.01) and*(p <0.001).
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Nous pouvons faire la méme observation pouligaée fibroblastique 1090 avec
néanmoins une augmentation de la mortalité cetkifzar nécrose induite par les fracti&#s
UR etR-Ul a forte concentration (respectivement +30 et +325%00 pg/ml). A l'inverseR-
Ul est a l'origine d’une diminution de 40% de la matité cellulaire a la méme concentration.
L'effet protecteur du perméat observé avec la kgh@59 se confirme donc avec cette lignée
1090.

Quelle que soit la lignée fibroblastique, toutesftactions excepté le perméat induisent
une diminution de viabilité cellulaire, détectée pest MTT, mais aucune mort cellulaire par
nécrose, démontrée par test LDH (hormis a hauteertration pour les fractioiA-UR, R-

UR, PROT1-UR, R-Ul et PROT1-Ul) laissant entendre que la diminution de leur Vitgbi
cellulaire observée est due a un effet cytostatiquecune altération morphologique
caractéristique des fibroblastes n'ayant été oldserNéventualité d'un effet pro-apoptotique
non nécrotique, indétectable via le test LDH, esirt€e. Il serait nécessaire toutefois pour le
prouver sans ambiguité de réaliser une analystetj@b-apoptotique directe mais ce test tres
lourd n'a pu étre réalisé faute de temps. Ces tasusont comparables a ceux obtenus par
Kmail et al. (2015) avec des macrophages hépatiques. Au codtxraits d’Asparagus
aphyllus de Crataegus aroniaet dEphedra alatala viabilité cellulaire diminue rapidement
sans aucune modification significative de la mdgatellulaire par nécrose. Des résultats
similaires ont été mis en évidence également clhezmtlanocytes traités a l'acide férulique
(Yoon etal. 2015). Autre fait notable, les fractioRsUR etP-Ul contiennent des biomolécules
ayant un poids moléculaire inférieur a 15 kDa, canaxpliqué dans la partie 4.1.1 et semblent

153



Résultats et Discussions

avoir un réle protecteur, en diminuant la mortatédlulaire par rapport aux cellules contrdles,
mettant en lumiere I'importance du poids molécelaiar I'impact des différentes fractions.

b. Effet pro-collagene des fractions algales sur legyhées fibroblastiques
1059 et 1090

i. Production de collagene intra-cellulaire

L'activité pro-collagene des fractions issueb dfigida et U. intestinalisa été évaluée
en utilisant I'acide hyaluronique (AH) comme témeiositif figures 84.A et 84 B 1l est en
effet utilisé dans de nombreuses compositions dmes anti-age car il est reconnu par les
récepteurs CD44 a la surface des fibroblastesjicactjve les voies de signalisation impliquées
dans leur prolifération et 'augmentation de letodpction de collagéne (Chen at 2011;
Montanari etal. 2008). Le dosage au Sirius Red employé lors de éatide permet d’estimer
la teneur en collagene sans faire de distinctidredes différents types de collagéne et permet
de doser le collagéne intracellulaire et lie a lambrane plasmique. Dans ces conditions
d’études, 'AH a induit comme attendu une augméonatle la production de collagéne par
cellule de 79% pour la lignée cellulaire 1059 et7@86 pour la lignée cellulaire 1090. Afin
d’éviter toute interférence, différents témoins atdé)g (de nature protéique et
polysaccharidiques et de poids moléculaires divars§té testés pour s’assurer de la spécificité
du dosage. Les résultats n'ont montré aucune augwiem significative de la production de
collagene mettant en évidence la spécificité dagegdonnées non présentées).
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Figure 84.A: Production de collagéne par cellulignée fibroblastique 1059) aprés 48 h de contaetc les différent
fractions issues du procédé Seprosys. La quartitéotlagéne produit par cellule a été exprimée earpentage par rappc
aux cellules non traitées (témoins). Les valeunst &xprimées en moyenne 1s écart-typec n = 10 répétitions. L
différences significatives entre les valeurs ob¢snet celles des conditions contrbles sont indigjy&e * (p <0.05), **
<0.01) and *** (p <0.001).
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Figure 84.B Production de collagene par cellule (lignée fibmtique 1090) aprées 48 h de contact avec les diffés fractior
issues du procédé Seprosys. La quantité de cokageruit par cellule a été exprimée en pourcenfaaerapport aux cellule
non traitées (témoins). Les valeurs sont exprireéegaoyenne +écart-typavec n = 10 répétitions. Les différences sigatfie:s
entre les valeurs obtenues et celles des conditiongdles sont indiquées par * (p <0.05), ** (p €1) and *** (p <0.001).

Les fractionsEA-Ul, R-Ul et PROT1-UI sont tres actives et induisent a 500 pg/ml
respectivement 300%, 212% et 330% d’augmentatida pgeoduction de collagene par cellule
de lalignée 1059 L'effet pro-collagéne de ces fractions atignée cellulaire 1090est tres
similaire mais encore plus significatif, atteignasritre 325 et 370 % d’augmentation de
production a la méme concentration. Les fractiorsvgnant de I'extraction tU. rigida
présentent en revanche des résultats assez diffétormis la fractiorEA-UR qui stimule
fortement la production de collagéne par cellul@@9% pour la lignée 1059 et + 403 % pour
la lignée 1090 a 500 pg/ml), les autres fractians $eaucoup moins actives, induisant une
augmentation de I'ordre de 25 a 100 % pour les dignges cellulaires.

Enfin, les fraction®-Ul etP-UR ne montrent pas d’activité pro-collagéne signtfiea
sur les deux lignées fibroblastiques, ce qui indique les composés responsables de cette
activité sont des biomolécules de poids moléculairpérieur a 15 kDa et semblent étre
concentrées dans les fractid?ROT1-Ul etPROT1-UR, l'effet étant nettement plus marqué
pour la fractionPROT1-UI. La fraction polysaccharidigueSA-UR n’ayant pas présenté
d’activité pro-collagene vis-a-vis de la lignée 2dBvaluée lors de travaux antérieurs visant a
la valoriser (Adrien2016; Adrien et al. 2017)), et une activité tres faible vis-a-vis ddignée
1090 (de l'ordre de + 20 a + 50% d’augmentationlssimémes concentrationdonnées non
présentées), la nature protéique, ou peptidique (es conditions d’obtention de la fraction
PROT1 sont relativement propice a I'hydrolyse, tempématélevée et milieu acide), des
molécules actives extraites des deux algues sdmlgieis probable, confirmant les résultats
préliminaires obtenus lors de la thése précédeptait que la fractio®ROT1-Ul issue dU.
intestinalissoit beaucoup plus active que la fractRRROT1-UR issue dU. rigida peut étre da
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a leur difféerence en termes de composition ou der@ale protéines ou/et peptides comme
démontrés dans la partie 4.1.3. En effet, lesi|asPROT1-UR etPROT1-Ul possédent des
populations protéiques présentes en proportioférdiftes. La population protéique majoritaire
dans la fractiofPROT1-Ul posséde un poids moléculaire situé entre 50 &DH)Y85%) alors
gue la fractiorPROT1-UR posséde en majorité une population protéique ayamM > 50
kDa (85%) et peu de protéines ayant un PM situee it et 10 kDa (6 %) (p.128/129). Il se
peut que la population protéique responsable d&igé ait un PM situé dans cet intervalle de
tailles, expliquant une activité plus marquée gaudractionPROT1-Ul.

L'activité pro-collagene est confirmée pour lexfransEA-UR, R-UR, PROT1-UR,
EA-UI, R-Ul et PROT1-UI sur deux lignées fibroblastiques indépendantgsyyamt donc
l'activité pro-collagéne sans ambiguité. Les régsltendent & indiquer que les conditions
physiologiques de départ des cellules liées a Ithgka peau ont peu d’effets sur I'impact des
fractions puisque les deux lignées fibroblastiqiiierent par 'age des donneuses (20 ans pour
la lignée 1059 et 46 ans pour la lignée 1090). Némans il existe des difféerences
physiologiques entre ces deux lignées. Une étyma axemple montré que les fibroblastes de
sujets ages de 18 a 29 ans synthétisaient uneitgudatprocollagéne de type | égale a 82 ng
pour 50 000 cellules, alors que les cellules detsidjgés de 80 ans et plus synthétisaient une
guantité de procollagene de type | égale a 56 ng p6 000 cellules dans des conditions
identiques (Montanari etl. 2008).

L'activité anti-age a déja été démontrée chez désits algaux comme par exemple,
AOSAINE® , induisant une augmentation de la synthése deaggaie. AOSAINE est
particulierement intéressant car il est composén dxtrait protéique Wlva lactuca
(BiotechMarine, SEPPIC). De plus, il a été rappateun tripeptide Lysine-valine-Lysine
associé a un extraitldlva lactucastimulait la synthése de collagene des fibrobtalstamains
de 75% (Montanari eal. 2008). Cette séquence peptidiqgue n’est pas reimau sein des
peptides énoncés aux pages 131 et 132. En revdacladine est présente en grande quantités
dans les fractionBROT1-Ul etPROT1-UR (résultats donnés page 122). La fracB&0OT1-

Ul montre une séquence peptidigue contenant uneevalwouré d’'un autre acide aminé
hydrophobe, comme la leucine, au temps de réter8Aa7 minutes (TI/LLVI /LS). Si
I’hydrophobicité des acides aminés joue un rdlesdactivité pro-collagéne, il se peut que
cette séquence soit a I'origine d’'une partie olad®talité de I'activité. Au sein de la fraction
PROT1-UR, une séquence contient, elle aussi, une valireuahid’'acide aminé hydrophobe
(LVL a 25,21 minutes de rétention). De plus, un peptidetifié & 30,41 minutes de rétention
est composé de lysine et de valine. On pourraggrequ’en fonction de la configuration 3D de
la protéine, le résidu valine pourrait étre ent@patialement de deux lysines.

Un peptide (D-P-K-G-K-Q-Q-A-I-H-V-A-P-S-F) dé’yropia yezoensi®st capable
d'activer la voie de signalisation T@H-Smad, qui augmente la synthése de collagéne €Kim
al. 2017). Cette séquence peptidique n'est pas peesams les peptides issus de I'hydrolyse
des protéines composant les fractid?ROT1-Ul et PROT1-UR (résultats donnés page
131/132). Néanmoins, les fractioRROT1-Ul et PROT1-UR sont susceptibles de contenir
des peptides ayant des séquences communes eilldesimilaires aux exemples précédents.
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ii. Inhibition de la MMP-1

Comme exposé précedemment dans I'étude biblioggaphip.58), de nombreux extraits
algaux décrit precédemment ont montré un activitéoitrice d’'une collagénase interstitielle
appelée « matrix métalloprotéase » 1 (MMPLBH.MMPL1 est impliquée dans la dégradation
de la matrice extracellulaire. Plus précisémernt]N&P-1 décompose les collagenes interstitiels
de types I, Il et lll. Afin d’évaluer la capacitiés fractions issuesld! rigida etU. intestinalis
a inhiber I'activité de la MMP-1, nous les avonsiftontées a I'inhibiteur de référence qu’est
le piroxicam(tableau 2).

Tableau 21: Pourcentages d’inhibition de la MMP-dsdlifférentes fractions provenant d’U. intestiaadt d’U. rigida, et du
Piroxicam a 100 pg/ml.

Fraction issue Pourcentage d’inhibition Fraction issue Pourcentage d'inhibition

d’'U. intestinalis a [100 pg/ml] d’'U. rigida a [100 pg/ml]
EA-UI 3+4% EA-UR 0+6 %

R-UlI 16 £3%* R-UR 257 % *

P-UI 8+4% P-UR 22+7%*

PROT1-UI 1+2% PROT1-UR 75+2%
PSA-UI 4+3% PSB-UR -3+4%
Inhibiteur de référenceRiroxicam 59 +6 % a 100 pg/ml

Les seules fractions montrant une inhibition sigative de la MMP-1 sont le rétentat
(R-UR) et le perméatR-UR) issus dU. rigida, avec respectivement 25 % et 22 % d’inhibition
a 100 pug/ml, ainsi que le rétentat issu d’ issukk thtestinalis(R-Ul) avec 16 % d’inhibition
a 100 pg/ml. Cette inhibition reste modérée en @maipon de I'inhibition induite par le
Piroxicam mais elle est pour autant non négligeatdat donné que les fractions actives sont
constituées d’'un mélange de nombreux composéslifideence du Piroxicam, molécule pure.

Il est difficile, ici, d’'appréhender quel type d@imolécule est a l'origine de cette
activité inhibitrice. Dans la littérature, il esapporté I'effet inhibiteur d’'une fraction de
polysaccharides sulfatés appelé fucoidanes de agpkdvenant de macroalgues brunes, sur la
MMP-1 (Senni etal. 2006). De plus, il a été démontré que des ulvamegenant dJlva
lactucainhibent I'activité de la MMP1 permettant une augwa¢ion de la concentration en
collagéne (Pereira 2018). Il se peut que des pobtysrides sulfatés omniprésent dans les
fractionsR-Ul (64%),R-UR (90%) et P-UR (26%) leur conférant I'activité inhibitrice de la
MMP-1. Néanmoins, les fractio®8SA-Ul et PSA-UR ne montrent pas d’activité inhibitrice
de la MMP-1. Cela pourrait s’expliquer par la dé@tgon des polysaccharides au cours du
procédé, diminuant le poids moléculaire de cesgamlgharides.
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c. Effet pro-acide hyaluronique des fractions algalesur les lignées
fibroblastiques 1059 et 1090

L'activité pro-hyaluroniqgue des fractions issued) drigida et U. intestinalisa été
évaluée en utilisant le TGFeomme témoin positifiigures 85.A et 85)BIl est en effet connu
pour stimuler la production d’acide hyaluronique |&s fibroblastes dermiques (Tanimoto et
al. 2004). La production d’acide hyaluronique parligeées cellulaires fibroblastiques 1059
et 1090 a été étudiée au moyen d’'un dosage deBiyl®A permettant d’estimer la teneur en
acide hyaluronigue extracellulaire présent dansuesageants cellulaires. Dans ces conditions
d’études, le TGH-a induit une augmentation de la production d’abigiduronique par cellule
de 44% pour la lignée cellulaire 1059 et de 30% pelignée cellulaire 1090 a 10 pg/ml. On
note ainsi une légere différence de réponse eeBedeux lignées cellulaires. La lignée
fibroblastigue 1059, peau jeune de 20 ans, sendalgir plus fortement au TGFpouvant
s’expliquer par un métabolisme plus réactif quégaée fibroblastique 1090 représentant un
peau plus mature. En effet, il existe des difféesnmétabolique entre de jeunes fibroblastes et
des fibroblastes plus agés, les jeunes fibroblgetEgérant plus rapidement et montrant une
activité enzymatique plus importante (Remaclalet980).

Compte-tenu du fait que le dosage ELISA utiliséliqye I'intervention d’une protéine
de liaison a I'acide hyaluronique et non d’'un amjiis monoclonal, différents témoins négatifs,
de natures protéigue ou polysaccharidique et déspubléculaires diverses ont également été
testés. Les résultats n‘'ont montré aucune augnemtsignificative de la production d’acide
hyaluronigue dans ces conditions témoins, confitrfeagpécificité du dosage ELISA vis-a-vis
de I'acide hyaluronique (données non présentées.différentes fractions ont été testées a
seulement deux concentrations (100 et 500 pg/mBgacis d’économie de puits sur la plague
ELISA. Les fractionsEA-UI, R-Ul et PROT1-Ul induisent, a 500 pg/ml, respectivement
177%, 579% et 149% d’augmentation de la producatiacide hyaluronique extracellulaire par
cellule de ldignée 1059 L'activité pro-hyaluronique de ces fractions &tignée cellulaire
1090est similaire atteignant, entre 173%, 569% et ZP&augmentation de production a la
méme concentration.

Concernant les fractions provenant de I'extractidd. rigida, elles présentent des
résultats similaires pour la fracti@A-UR mais des effets nettement moins marqués pour la
fraction R-UR induisant une augmentation de I'ordre de 35 % &o4dour les deux lignées
cellulaires. De plus, la fractidAROT1-UR présente une activité pro-hyaluronique seulement
pourla lignée cellulaire 1059induisant une augmentation de 252 % de la pramudtacide
hyaluronigue. Les fraction®-Ul et P-UR ne montrent pas d’activité pro-hyaluronique
significative pour la lignée cellulaire 1059t seulement une augmentation entre 23 et 25 %
pourla lignée cellulaire 1090respectivement 100 et 500 pg/mL. Ces résultatgjusdlit que
les composés responsables de cette activité somigaiement des biomolécules de poids
moléculaire supérieur a 15 kDa et semblent étreemnés dans les fractioRROT1-Ul et
PROT1-UR. La fraction polysaccharidigu®SA-UR présente une légére activité pro-
hyaluronique (+35%) vis-a-vis da lignée cellulaire 1059¢évaluée lors de travaux antérieurs
visant a la valoriser (Adrier2016; Adrien et al. 2017). Ces résultats laissent penser que la
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nature protéique ou peptidiqgue des molécules acist la plus probable. Une fois de plus,
comme pour l'activité pro-collagene, le fait queflaction PROT1-Ul soit beaucoup plus
active que la fractioPROT1-UR peut étre da a leur différence en termes de conuo®u

de nature de protéines ou/et peptides. En effes, des analyses structurales (p.122), des
différences de nature protéique et de compositiomades aminés composant les fractions
PROT1-Ul etPROT1-UR ont été mises en évidence.
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Figure 85.A :Production d'acide hyaluronique par celllegnée fibroblastique 1059) aprés 48 h de contaac les différent:
fractions issues du procédé Seprosys. La quantitéid hyaluronique produit pacellule a été xprimée en pourcentage |
rapport aux cellules non traitées (témoins). Lelewss sont exprimées en moyenne + écart-tgpec n = 10 répétitions. L
différences significatives entre les valeurs obtanet celles des conditions contréles sont indigipée* (p <0.05), ** (p <0.01
and *** (p <0.001).
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Figure 85.B : Production d’acide hyaluronique par cellflgnée fibroblastique 1090aprés 48 h de contact avec les différe
fractions issues du procédé Seprosys. La quad'acide hyaluroniqueproduit par cellule a été exprimée en pourcentage
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différences significatives entre les valeurs obésnet cdés des conditions contrdles sont indiquées par £@.05), ** (p <0.01
and *** (p <0.001).
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Enfin, comme le TGHPB semble augmenter la production d’acide hyaluramiqu
principalement en stimulant la croissance cellelalfactivité des fraction®ROT1-Ul et
PROT1-UR differe. Le fait que ces fractions favorisent éonent la production d’acide
hyaluronique par cellule suggéere qu'elles sont ldagad'induire la biosynthése d’acide
hyaluronigue par les fibroblastes plutét que lewmissance. Fayadt al (2017) ont montré
gu’'un extrait aqueux d@adina pavonicamacroalgue brune, inhibe la hyaluronidase. Les
fractions PROT1, également issues d'une extraction aqueuse, penirranhiber la
hyaluronidase, augmentant la concentration d’acy@duronique extracellulaire. Honneaal.
(2006) ont montré qu'une séquence peptidique péere (Leu-Glu-His-Ala ou Leu-Asp-His-
Ala ou Leu-Glu-His-Ala-Phe) induit la productionadide hyaluronique. Cette séquence
peptidigue n’'a pas été retrouvée dans les peptides de I'hydrolyse des protéines composant
les fractionPROT1-Ul etPROT1-UR (p.131/132), mais il se peut qu’une autre ségusaite
a l'origine de I'activité pro-acide hyaluroniquduP particulierement, dans la fractiBROT1-

Ul possédant des protéines ayant un poids molécslaieentre 50 et 10 kDa (85%) alors que
la fractionPROT1-UR posséde en majorité une population protéique ayamM > 50 kDa
(85%) et peu de protéine ayant un PM situé entret3® kDa (6 %) (p.128/129). Il se peut,
comme pour l'activité pro-collagéne, que la popualaprotéique responsable de I'activité soit
située dans ces intervalles de valeurs expliquaatactivité plus marquée pour la fraction
PROT1-Ul.

4.2.2 Mise en évidence du role des protéines daovité
anti-age

Dans le but d’évaluer I'implication des protéinemd I'activité pro-collagene et pro-
acide hyaluronique, les protéines présentes dandetionsPROT1-Ul et PROT1-UR ont
été hydrolysées durant 24 h a l'aide du cocktaipaegéases Flavourzyrfie Les hydrolysats
obtenus ont été nommds-PROT1-Ul et H-PROT1-UR. Dans un premier temps, la
cytotoxicité des fractionsl-PROT1-Ul et H-PROT1-UR a été évaluée et dans un second
temps, le potentiel pro-collagéne et pro-acide imgalique de ces fractions a été identifié.

a. Cytotoxicité des fractions hydrolysées H-PROTUH et H-PROT1-UR

i. Effet des fractions algales sur la viabilitdlakire des fibroblastes

Lesfigures 86.Aet 86.B présentent I'effet des fractiof®ROT1-Ul et PROT1-UR et
de leurs hydrolysat$d-PROT1-Ul et H-PROT1-UR sur la viabilité des deux lignées
fibroblastigues 1059 et 1090 a la concentratigplua forte, 500 pg/ml.
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Figure 86.A : Viabilité cellulaire des lignéébroblastiques 1059 et 1090 apres 48 h de de ruktn présence des fractic
PROT-UI et H-PROT1-UIl. La viabilité des cellules espemée en pourcentage par rapport aux cellules traitée:
(témoins). Les valeurs sont exprimées en moyeggari-typeavec n = 10 répétitions. Les différences signified entr
les valeurs obtenues et celles des conditions @lestisont indiquées par * (p <0.05), ** (p <0.01p@*** (p <0.001).
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Figure 86.B. Viabilité cellulaire des lignées fibroblasies 1059 et 1090 apres 48 h de culture en présgesfeactions
PROT-UR et H-PROT1-UR. La viabilité des cellules @gbrimée en pourcentage par rapport aux cellules maitée:
(témoins). Les valeurs sont exprimées en moyeeari-typeavec n = 10 répétitions. Les différences signifiee entr
les valeurs obtenues et celles des conditions @lastisont indiquées par * (p <0.05), ** (p <0.01p@*** (p <0.001).

En ce qui concerneROT1-Ul, nous observons des résultats similaires entrddas
lignées cellulairesPROT1-Ul diminue la prolifération des fibroblastes, rédnisde 42% la
prolifération de la lignée cellulaire 1059 et d&#®a prolifération de la lignée 1090 a 500
pg/ml. L'effet des fractionsl-PROT1-Ul (t2h, t4h, t6h et t24h) sur la prolifération des
fibroblastes est plus faible que celuiRRROT1-Ul. En effet, dans les puits traitéstPROT-
124n, la viabilité cellulaire atteint 79% pour la ligné&ellulaire 1059 et 78% pour la lignée
cellulaire 1090. Ces résultats mettent en évidenee la diminution de poids moléculaire
conduit & une diminution de l'effet sur la proldééon des fibroblastes. Lhydrolyse des
protéines permet de s’affranchir de I'effet suvilbilité cellulaire. On peut donc supposer de
la nature protéique de la biomolécule impactantdailité fibroblastique.

Pour la fractionPROT1-UR, concernant la lignée cellulaire 1059, l'effet des

161



Résultats et Discussions

hydrolysatdH-PROT1-UR sur la viabilité cellulaire est tres proche daicdk la fraction non
hydrolysée, passant de 56% (tOh) a 46% (t24h) agthl. En ce qui concerne la lignée
cellulaire 1090, I'hydrolyse de la fracti®® ROT1-UR provoque une diminution de la viabilité
cellulaire passant de 111% (tOh) a 52% (t24h) ab@@nl. Le test MTT ne permettant pas
d’estimer I'impact des fractionsl-PROT1 en termes de mort cellulaire, nous avons donc

eégalement évalué l'effet des fractions hydrolyss&asla mort cellulaire des fibroblastes en
culture.

il. Effet des fractions algales sur la mortalité cedivd des
fibroblastes

Les figures 87.Aet 87.B montrent_la mortalité cellulaire induite par leiffatentes
fractionsPROT1-Ul etPROT1-UR ainsi que leurs hydrolysatd{PROT1-Ul etH-PROT1-
UR) sur les lignées fibroblastiques a la concentral@goplus forte, 500 pug/ml. Concernant les
fractionsPROT1-Ul etH-PROT1-Ul, nous n’observons pas de mortalité significathaite
a 500 pg/ml, et ce pour les deux lignées celllaide la méme facon, la fracti®ROT1-UR
et ses hydrolysatdH(PROT1-UR) ne montrent pas de mortalité significative pautignée
1090. En revanche, on remarque des effets notableernant la lignée cellulaire 1059. En
effet, la fractionPROT1-UR perd sa cytotoxicité apres hydrolysd-PROT1-UR). Au
contraire, les fractionsl-PROT1-UR présentent un effet protecteur : la mortalité utaiie
diminue en passant de +22% (tOh) a -2H4PROT1-URiznh), -19% H-PROT1-URwsh) et -
17% H-PROT1-URt24h).
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Figure 87.A : Mortalité cellulaire des lignées fibroblagties 1059 et 1090 apres 48 h de culemeprésence des fractic
PROT=-UI et H-PROT1-UI La mortalité cellulaire est exprimée en pourcg@apar rapport aux cellules non trait
(témoins). Les valeurs sont exprimées en moyemcart-typeavec n = 10 répétitions. Les différences signifie entre le
valeurs obtenues et celles des conditions conts@asindiquées par * (p <0.05), ** (p <0.01) and*(p <0.001).
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Figure 87.B. Mortalité cellulaire induite par les fractis PROT1-UR et H-PROT1-UR aprés 48ehculture en présence ¢
fractions PROT-UR et H-PROT1-UR. La mortalité des cellulesegirimée en pourcentage par rapport aux cellules
traitées (témoins). Les valeurs sont exprimées @emme + écart typavec n = 10 répétitions. Les différences significz
entre les valeurs obtenues et celles des conditionsdles sont indiquées par * (p <0.05), ** (p €1) and *** (p <0.001).

L'hydrolyse de de la fractioPROT1-UR provoque une diminution de la masse
moléculaire des protéines présentes, libérant dgdides. Les peptides libérés lors de
I'hydrolyse peuvent donc étre a l'origine de cdéeprotecteur, en diminuant la perméabilité
membranaire des fibroblastes et donc la mortakdiéulaire. Aucun peptide induisant une
diminution de la mortalité fibroblastiques n’eshoo mais nous pouvons supposer que certains
des peptides décrits (p.131/132) pourraient appoetedle protecteur.

La diminution de la mortalité cellulaire par né@asteste de la protection cellulaire
induite par les fractiond-PROT1-UR. Néanmoins, le trop peu d’élément prouvant cedt eff
protecteur ne nous permettent pas de I'affirmefadidrait compléter ces résultats avec des
analyses permettant de prouver la diminution deélerose ou de I'apoptose induite par les
lignées fibroblastiques. Ces résultats tendent atmaol'effet de la masse moléculaire des
protéines dans I'impact des fractidPROT1-Ul etPROT1-UR.

b. Effet pro-collagéne et pro-acide hyaluronique degéctions hydrolysées

Les activités pro-collagéne des fractions hydragsésues dJ. intestinalisetU. rigida
ont été évaluées en utilisant le méme protocolesetmémes conditions que pour les autres
fractions du procédé Seprosygre 88. Le témoin positif, I'AH, a induit, comme attendu,
une augmentation de la production de collagenecgidwle de 79% pour la lignée cellulaire
1059 et de 78% pour la lignée cellulaire 1090fractionPROT1-Ul est tres active et induit
respectivement +330% et +370% d’augmentation gedduction de collagene par cellule pour
les lignées 1059 et 1090 a 500 pg/ml.
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Figure 88 : Production de collagene par cellule (lignéigsdblastiques 1059 etOB0) apres 48 h de contact avec les fraci
PROT-UI, H-PROT1-Ul, PROT1-UR et H-PROT1-Ussues du procédé Seprosys. La quantité de cokagerduit pa
cellule a été exprimée en pourcentage par rappoxteellules non traitées (témoins). Les valeors €xprimées en moyel
+ écart-typeavec n = 10 répétitions. Les différences signifie entre les valeurs obtenues et celles des womslicontrole
sont indiquées par * (p <0.05), ** (p <0.01) and*{p <0.001).

L'hydrolyse de PROT1-Ul provoque une diminution nette de la production de
collagéne au cours de I'hydrolyse et cela, poudksx lignées cellulaires. On passe de + 330
% pour la fractiolPROT1-Ul a + 19% pour la fractiod-PROT1-Ulwh concernanta lignée
cellulaire 1059et de + 370%RROT1-Ul) a + 55 % KH-PROT1-Ulwh) concernanta lignée
cellulaire 1090a 500 pg/ml. Ces résultats attestent d’'une relardre la diminution du poids
moléculaire moyen et la diminution de l'activitéopollagéne. La réponse cellulaire differe
pour la fractiolPROT1-UR et ses hydrolysatd-PROT1-UR. En effet, I'hnydrolyse provoque
une augmentation de la production de collagéne laolignée cellulaire 1090 passant de +
25% PROT1-UR) a + 270 % -PROT1-URta4n) a 500 pg/ml.

L'activité pro-acide hyaluronique des fractions tofgsées issues d. intestinaliset
U. rigida a été évaluédi@ure 89. L'’hydrolyse enzymatique des fractioRROT1 provoque
une diminution nette de la production d’acide hyahique pour les deux lignées cellulaires.
On passe de +223 BBROT1-Ul) a +12% H-PROT1-Ul24n) pourla lignée cellulaire 1059
et de +239%KFROT1-Ul) a +5 % H-PROT1-Ulw4n) pourla lignée cellulaire 1090.

L'hydrolyse de la fractio®ROT1-UR génere des résultats similaires plauignée cellulaire
1059 passant de +220 %?ROT1-UR) a -20 % H-PROT1-URt24h) a 500 pg/ml. En ce qui
concernela lignée cellulaire 1090 la production d’acide hyaluronique diminue lors d
I'hydrolyse passant de +18 ®BROT1-UR) a -4% H-PROT1-URt24n) a 500 pg/mil.

L’hydrolyse des protéines présentes dans la fra®ROT1-Ul engendre la perte de
I'activité pro-acide hyaluronique. Cela veut ditgeda diminution du poids moléculaire de ces
protéines induit une diminution de I'activité proide hyaluronique.
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Figure 89 : Production d’acide hyaluronique par cellulégg(iées fibroblastique$059 et 1090) aprés 48 h de contact ave
fractions PROT-UI, H-PROT1-Ul, PROT1-UR et H-PROT1-UR. La qua&ntitacide hyaluronique produit par celluks
exprimée en pourcentage par rapport aux cellules tnaitées (témoins). Les valeurs sont expriméas@yenne + écart-type
avec n = 10 répétitions. Les différences signified entre les valeurs obtenues et celles des thonsicontrdles sont diquée
par * (p <0.05), ** (p <0.01) and *** (p <0.001).

La fraction PROT1-UR, elle, posséde une activité pro-collagéne et prdeaci
hyaluronique marquée pola lignée cellulaire 1059mais moins significative poua lignée
cellulaire 109Q L’hydrolyse protéique provoque une perte de Raigt pro-acide hyaluronique,
mais engendre une augmentation de l'activité ptagehe. L'augmentation de l'activité peut
étre corrélée a I'apparition d’'une population pigaé ayant un PM compris entre 1 et 15 kDa
(détectees par HPL-SEC) et de PM d’environ 27 kidectée par SDS-PAGE), minoritaires
dans la fractiolPROT1-UR. Ces résultats peuvent étre corrélés aux résudeatsiabilité
cellulaire. La diminution de la viabilité fibroblague peut s’expliquer par une éventuelle
réorientation métabolique afin de produire une efoquantité de collagene de d’acide
hyaluronique.

Il existe une séquence composée d’arginine-glyacide aspartigue isolée de
I'extraction aqueuseldiva lactuca qui s'est avérée favoriser la production de géle | en
stimulant la prolifération des fibroblastes (Morddret Guglielmo 2008). De maniere similaire,
Honma efal. (2006) ont montré qu'une séquence peptidiquecpdieiie (Leu-Glu-His-Ala ou
Leu-Asp-His-Ala ou Leu-Glu-His-Ala-Phe) induit laquluction de collagéne extracellulaire et
d'acide hyaluronique. Ces séquences peptidiques pas été retrouvés dans les peptides issus
de I'hydrolyse dePROT1-UR (p.131/132), il se peut que des peptides de natumdaire
(hydrophobicité ou charge) aient été libérés lar$ydrolyse enzymatique.

L'activité procollagéne de la fractiolPROT1-Ul est réduite par I'hydrolyse
enzymatique des protéines. Ces résultats mettentidence la probable nature protéique de la
biomolécule a I'origine de cette activité. Aucumetgine démontrant une activité pro-collagéne
n'a été rapporté, a ce jour, dans la littératuréaminoins, la diminution de l'activité pro-
collagéne peut étre corrélé a la disparition djpmgulation protéique majoritaire ayant un poids
moléculaire majoritaire de 22 kDa (détectée a la fmr HPL-SEC et SDS-PAGE) et une
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population protéique de hauts poids moléculairecipe de 669 kDa.

Connaissant la composition et la nature protéiqrieas deux fraction?ROT1-UR et
PROT1-Ul) et de leurs hydrolysatsH{PROT1-UR et H-PROT1-Ul), les hypotheses
suivantes peuvent étre évoquées :

e La fractionPROT1-UIl contient une population protéique majoritaire dyam poids
moléculaire majoritaire de 22 kDa (détectée a ia par HPL-SEC et SDS-PAGE) et
une population protéique de haut poids moléculgtG69 kDa). La diminution des
activités pro-collagene et pro-acide hyaluronigbsenvée aprés hydrolyse pourrait
donc étre corrélée a la disparition de ces deuxlptipns ou l'une de ces deux
populations.

* LafractionPROT1-UR contient une population protéique majoritairerés haut poids
moléculaire (>669 kDa), une population protéiqueardyun poids moléculaire
majoritaire de 15 kDa avec des poids moléculalemtitie 30 a 3 kDa et une population
protéique et/ou peptidique ayant un PM < 2 kDa.

Cette fois-ci, la réduction de 'activité pro-acidgaluronique pourrait étre corrélée a la
disparition des protéines de PM > 669 kDa et I'aegtation de 'activité pro-collagene
attribuée a I'apparition de protéines de PM comprige 1 et 15 kDa (détectées par
HPL-SEC) et de PM d’environ 27 kDa (détectée paB$AGE).

Aucune protéine présentant un poids moléculairepcmnentre 1 et 15 kDa n’est connue dans
la littérature pour son activité pro-collagenesdtait intéressant de purifier chaque population
protéique afin de confirmer si I'activité pro-cakene est dle a la présence d’'une population
protéigue de 22 kDa ou de protéines/polypeptidgduiefaibles tailles. De méme, concernant
I'activité pro-acide hyaluronique, il serait intésant d’isoler les différentes populations
protéiques afin de mettre en évidence I'importateta population protéique présentant un PM
supérieur ou égal a 669 kDa. Dans notre étudé&detsons protéiques purifieed d'intestinalis
(PROT1-Ul) et dU. rigida (PROT1-UR) ont été extraites en utilisant un procédé saiteac
ni solvant. Ces fractions permettent d’augmenteprtzduction d’acide hyaluronique et de
collagéne. Ces activitgmgo-collagéneet pro-acide hyaluronique ne seraient pas dues a une
augmentation du nombre de cellules mais a uneadictivdu métabolisme cellulaire lié a la
biosynthése d’acide hyaluronique et de collagéms. ftactions ont induit une diminution de
viabilité cellulaire des deux lignées fibroblastgy détectée par test MTT, mais aucune mort
cellulaire par nécrose, démontrée par test LDHsstit entendre que la diminution de leur
viabilité cellulaire observée est due a un effaostatique lié a leur réorientation métabolique
en faveur de la biosynthése de collagéne et/oud#dtyaluronique. De plus, nos travaux ont
montré que le poids moléculaire des protéines ptéseanfluencerait de maniere significative
I'activité biologique des fractions.

Les fraction®®ROT1-Ul etPROT1-UR pourraient donc étre d'un intérét significatif en
tant qu’actifs dermocosmétiques puisque ces extrédlvorisent significativement la
biosynthése d’acide hyaluronique et de collagémdgsdibroblastes dermiques sans activer la
prolifération cellulaire pouvant étre a l'origine d@ertaines pathologies cutanées tels que la
fibrose sous-cutanée (Martinadt 1989)
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4.2.3 Détermination du potentiel anti-tache de<tioas
algales

Avec un intérét grandissant du public pour les pitsdanti-taches, les ingrédients
dépigmentants sont de plus en plus souvent incéspdans les formules cosmeétiques.
Cependant, des études récentes ont démontré d¢s effastes de certains de ces ingrédients,
entrainant leur interdiction ou leur utilisatiostreinte par des directives européennes (Couteau
et al. 2016; Desmedt et al. 2016). Il est donc important de trouver des idgméts naturels
pouvant étre une alternative a I'utilisation d’iédrents controversés.

Le potentiel anti-tdche des fractions issuds. digida et U. intestinaliscorrespondant
a I'extrait aqgueuxEA-UR / EA-UI), au rétentatR-UR / R-Ul), au perméatR-UR / P-UIl) a
la fraction protéiqueRROT1-UR /PROT1-UI) et a la fraction polysaccharidiq(ifSA-UR /
PSA-UI), a été évalué a des concentrations allant de Bl g g/ml. A cette fin, la viabilité
cellulaire de mélanocytes murins B16F0 ainsi que t=apacité de production de mélanine
intra- et extra-cellulaire ont été déterminés efspnce des fractions. En paralléle, I'effet des
fractions a I'encontre de la tyrosinase, enzymedelda voie de biosynthése de la mélanine a
éte eévaluée.

a. Effet des fractions algales sur la viabilité dleilaire des mélanocytes

Les mélanocytes ont été cultivés en présence od@edhormone mélanotrope appelée
a-MSH (melanocyte stimulating hormone), qui provoque zclisomme la synthése de
mélanine. Elle a été utilisée afin de mimer in aviles conditions physiologiques des
mélanocytes.

L'acide kojique a été utilisé comme témoin posd#r il s’agit d’un inhibiteur de
tyrosinase, qui agit en particulier en chélatasidaes cuivriques. Cet actif est pour cette raison
largement utilisé dans les soins anti-tdches (Q@abatl. 1994; Bentley. 2006). Cette molécule
pose toutefois actuellement des problemes d’oakiedlogique. En effet, certaines recherches
ont suggéré que l'acide kojique pourrait provoqueg dermatite de contact allergique et une
irritation de la peau, voire un cancer a hautegsiglakagawa etl. 1995).

Les figures 90.A et 90.Brésentent 'effet des fractions algales sur Ebwité de la
lignée cellulaire B16FO0. Les différentes fractimamt testées a 100 et 500 pg/ml afin de rester
dans la méme gamme de concentration testée que Ipsumctivités anti-ages vue
précédemment. Tout comme l'acide kojique, les ifoastissues dJ. rigida et U. intestinalis
ne présentent pas d’effet négatif sur la viabd#éulaire, avec ou sans hormoméSH (100
nM). Les molécules composants nos différentesifmastn’induisent pas d’effets négatifs sur
la viabilité des mélanocytes.
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Figure 90.A : Viabilité cellulaire de la lignée nagélocytaire B16F0 aprés 48 h de culture en préseesalifférentes fractions issues
du procédé Seprosysansa-MSH). La viabilité des cellules est exprimée en pout@ge par rapport aux cellules non traitées
(témoins). Les valeurs sont exprimées en moyergmtt-type avec n = 10 répétitions. Les différensigmificatives entre les
valeurs obtenues et celles des conditions contsiasindiquées par * (p <0.05), ** (p <0.01) and**(p <0.001).
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Figure 90.B : Viabilité cellulaire de la lignée naélocytaire B16F0 aprés 48 h de culture en préseresdifférentes fractions issues
du procédé Seprosys (avedSH). La viabilité des cellules est exprimée enrpentage par rapport aux cellules non traitées
(témoins). Les valeurs sont exprimées en moyergmae-type avec n = 10 répétitions. Les différensigmificatives entre les
valeurs obtenues et celles des conditions contsiasindiquées par * (p <0.05), ** (p <0.01) and**(p <0.001).

a. Effet des fractions algales sur la production de m&nine

Afin d’évaluer le potentiel d’inhibition de la pradtion et de sécrétion de mélanine des

fractions issues du procédé Seprosys, la mélanina- iet extra-cellulaire produite par les
mélanocytes B16F0 a été dosée. Tout comme poesti®ATT, les différentes fractions ont été
testées a 100 et 500 pg/ml. Les expériences omégliéées en présence d’hormen®SH
(100 nM) figure 91J).
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Figure 91 : Production de mélanine intra-cellulaipar la lignée cellulaire B16F0 aprés 48 h de crdten présence des fractions
issues du procédé Seprosys. La quantité de mélanitielite est exprimée en pourcentage par rappok eellules non traitées
(ttmoins). Les valeurs sont exprimées en moyeréeat-type, avec n = 10 répétitions. Les différensignificatives entre les
valeurs obtenues et celles des conditions contsilasindiquées par * (p <0.05), ** (p <0.01) and*(p <0.001).

L'ajout de I'hnormone mélanotrope provoque une augatén de production de mélanine
de 80%. Ce résultat est logique étant donné qoenibnea-MSH induit la production de mélanine
par sa fixation sur un récepteur membranaire spgéeifappelé MCR (melanocortin receptor),
exprimeé a la surface des mélanocytes. Cette augtianide production de mélanine est visible
sur lafigure 92.A représentant les mélanocytes en culture aveamsnsMSH, et se caractérise
par I'apparition de nombreux grains de mélaninasg@nés apres traitement avec 'hormaongISH
(figure 92.A.

Le témoin positif, I'acide kojique, provoque unendfiution significative de la production
de mélanine, de I'ordre de 51% a 500 pg/ml, qaisgduit par la diminution de la quantité de grains
de mélanine visible sur Figure 92.B Ces résultats sont en accord avec la littérdt@inan etal.
2011). En effet, I'acide kojique inhibe spécifiquembla tyrosinase, diminuant la concentration de
mélanine produit

Grain de
mélanine

Meélanocytes sans traitement o-MSH Mélanocytes avec traitement a-MSH

Figure 92.A : Morphologie cellulaire des mélanosy®16F0 apreés 48 h de culture en présence ou ng&H (100 nM). 1
cm équivaut a 50um.
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Figure 92.B. Morphologie des mélanocytes B16F0 apreés 48 h de culture en présence ou non d’a-MSH (100 nM), et en présence
d’acide kojique (100 pg/ml). 1 cm équivaut a 50um.

Figure 92.C. Morphologie des mélanocytes B16F0 apres 48 h de culture en présence d’a-MSH (100 nM), et en présence des
fractions PSA-UI et PROTI-UI (500 ug/ml). 1 cm équivaut a 50um.

Figure 92.D. Morphologie des mélanocytes B16F0 apres 48 h de culture en présence d’a-MSH (100 nM), et en présence des
fractions PSA-UR et PROTI-UR (500 ug/ml). 1 cm équivaut a 50um.

Concernant les fractions provenant de 1’extraction d’U. intestinalis, une diminution
significative et dose-dépendante de la production de mélanine est induite pour la totalité des
fractions, avec une diminution de 40 % pour EA-UI, de 52 % pour R-UI et de 39 % pour P-UI
a 500 pg/ml. Ces trois fractions permettent de s’affranchir de I’effet de I’hormone a-MSH et
de revenir a un niveau basal de mélanine intracellulaire. La fraction PROT1-UI induit une
diminution significative de la production de mélanine intracellulaire de 48 % et PSA-UI de 75
%, permettant d’atteindre une teneur en de¢a du niveau basal de mélanine intracellulaire. La
disparition des grains de mélanine induite par les fractions PSA-UI et PROT1-UI (500 pg/ml)
est visible sur la figure 92.C.

En ce qui concerne les fractions provenant de I’extraction d’U. rigida, elles présentent
des activités similaires aux fractions issus d’U. intestinalis, provoquant une diminution de
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production de mélanine de 53 % p&i&-UR et de 57 % pouR-UR a 500 pg/ml. En revanche,

la fractionP-UR impacte peu la production de mélanine intracelel&18 % a 500 pg/ml), a
contrario de la fractio®-Ul. Les biomolécules responsables de l'activité thaire semblent
concentrées dans la fractiBARUR, ce qui indique que leur poids moléculaire estsiepr a 15
kDa. Les fractionsPROT1-UR et PSA-UR provoquent quant a elle une diminution tres
significative de la production de mélanine (67%%%), permettant de descendre en dessous
du niveau basal de mélanine intracellulairgufe 92.D.

La fraction PSA-Ul présente une forte activité anti-tache. Cette ifsactontenant
majoritairement des polysaccharides sulfatés, rjparaisemblable que I'activité anti-tdche
soit portée par ces biomolécules. L'activité aatke de polysaccharides sulfatés est en effet
déja connue et démontrée dans la littérature. angle, Song &dl. (2015) ont démontré que
des polysaccharides sulfatés provenariidris vesiculosusont capables de réguler a la baisse
la synthése de la mélanine via l'activation deihase ERK 1/2 (extracellular signal-regulated
kinase). Une autre étude montre que lactivité -ththe peut étre véhiculée par des
polysaccharides sulfatés de poids moléculairessagables (Park et Choi. 2017). Ce fait peut
expliquer que les fractiori®-Ul etP-Ul, contenant des polysaccharides pourtant de taiéies t
différentes, affichent toutes deux une activiténkiibition de la synthése de mélanine
extracellulaire importante.

Les fractionsPROT1-Ul et PROT1-UR présentent elles aussi un effet inhibiteur
intéressant sur la production de mélanine par Edlamocytes B16FO. Il est connu que certaines
protéines ou polypeptides peuvent présenter ced\gmtivité. lIs sont généralement riches en
leucine, proline ou tyrosine (Ochiai &t 2016; Golz-Berner efal. 2001). Ces acides aminés,
principalement la leucine (ou isoleucine) et lalipg font partie des acides aminés libres
retrouvés majoritairement dans les protéines dastiotm PROT1-UR et PROT1-Ul, a
hauteurs respectives de 14,8%, 13,4% et 3,4%,, 8% 5,3% et 7,4% (p.122), mais retrouvés
aussi au sein des peptides issues de I'hydrolysegifractions (p.131/132). La présence de ces
acides aminés peut expliquer en partie leur aétaiti-tache importante, en particulier pour la
fraction PROT1-UR.Par ailleurs, une protéine de signalisation dedddes aminés, Agouti,
est connue pour étre un antagoniste du réceptelihoamone a-MSH et inhiber la
mélanogénése (Grahamekt1 997; Siegrist et al. 1997). La protéine Agouti est riche en leucine,
proline, et valine (Woychik eal. 2001), tout comme les peptides issus de I'hydelges
fractionsPROT1-Ul etPROT1-UR, en particulier cette derniere (p.132) ( Hear2@03).

Une synergie entre les polysaccharides et les ipestéprésents en meélange a des
proportions variables dans toutes les fractionalapeut étre également envisageable comme
I'ont démontré Wang etl. (2019), en mettant en évidence la synergie emtrextrait riche en
fucoidane dJndaria pinnatifidg un extrait riche en phlorotanninsEdklonia cavaet des
glycosaminoglycanes provenant de tunicier inhibantyrosinase de champignons et la
synthése de mélanine dans les cellules de mélaBA®ELO stimulées par I'hormone alpha-
mélanocytaired-MSH).
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b. Effet des fractions algales sur la sécrétion de naline

Lors de cette étude, nous avons évalué une dessawdies d’inhibition qui consiste a
bloquer la sécrétion et la migration de la mélarpneduite par les mélanocytes vers les
kératinocytes. Les expériences ont a nouveau &liéées en présence ou non de ’hormene
MSH. Lafigure 93présente I'effet des fractions sur la sécrétiomé&anine dans le surnageant
cellulaire de la lignée mélanocytaire B16F0. L'&ckbjiqgue a une nouvelle fois été utilisé
comme témoin positif.

Le traitement avecd-MSH induit une augmentation de 73% de la quantité élamme
sécrétée par les mélanocytes dans le surnagelmaicel A l'inverse, I'acide kojique provoque
une diminution significative de la sécrétion de améhe, de I'ordre de 80% a 500 pug/ml. Ces
résultats sont concordants avec son effet inhibitk la production de mélanine veérifié
précédemment.

Les fractions provenant de I'extractionUd’intestinalis et d’U. rigidainduisent une
diminution significative et dose-dépendante deéleré&tion de la mélanine, concordante avec
leur effet inhibiteur de la production de mélanimgracellulaire. On observe ainsi une
diminution de 69% poUEA-Ul, 72% poulR-Ul, de 57% pouP-Ul, de 64% pouPROT1-UI
et de 81% pouPSA-UIl a 500 pg/ml. La production de mélanine ayant dirdiau niveau
intracellulaire, il est logique d’observer que &etion de mélanine diminue également, en
soulignant toutefois que I'effet est ici encoreploarqué. De la méme fagon, on observe une
diminution de76% poUEA-UR, de 71% pouR-UR, de 69% pouPROT1-UR et de 44% pour
PSA-URa 500 pug/ml. Lensemble de ces fractions limitdoric la sécrétion de la mélanine,
qui pourrait étredd a une inhibition de la maturation des mélanosoet®u leur transfert vers
les kératinocytes. C’est en effet le cas d’'un éxpevenant d’'une macroalgue bruAkria
esculentaqui induit une diminution significative du traesf des mélanosomes (Verdyatt
2012)

Néanmoins, a contrario de son effet sur la prodactie mélanine intracellulaire, la
fraction P-UR impacte de maniére bien plus significative la &éon de mélanine avec une
diminution de 41% a 500 pg/ml. Plus précisémerst,filactionsP-Ul et P-UR, toutes deux
inhibitrices fortes de la sécrétion de mélanine lparmélanocytes B16F0, contiennent des
biomolécules de poids moléculaire inférieur a 1akOr les lectines, petites protéines pouvant
aller jusqu’a 35 kDa, affichant une forte affinigour les polysaccharides, sont souvent
retrouvées dans la paroi des macroalgues verté@®(R02011). Il est connu que ces lectines
inhibent le transfert des mélanosomes par mécandex®cytose au niveau des dendrites
mélanocytaires limitant donc la sécrétion de mékrpar les mélanocytes (Minwalla at
2001). La présence de lectines dans les fracRelds etP-UR n’a pas été démontrée mais elle
est vraisemblable et pourrait expliquer I'effetimteur de ces fractions sur la sécrétion de
mélanine.
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Figure 93 : Sécrétion de mélanine dans le surnageéanculture des mélanocytes B16F0 aprés 48 h #tarewen présence des
fractions issues du procédé Seprosys@tMSH (100 nM). La quantité de mélanine produitesggirimée en pourcentage par rapport
aux cellules non traitées (témoins). Les valeurst xprimées en moyenne * écart-type avec n = pétitons. Les différences

significatives entre les valeurs obtenues et calles conditions contrdles sont indiquées par * (p05), ** (p <0.01) and *** (p
<0.001).

c. Inhibition de la tyrosinase

Comme le décrit I'étude bibliographique (p.61),mbembreux extraits algaux montrent un
activité inhibitrice d’'une enzyme impliquée dansrl@lanogénese, la tyrosinaka.tyrosinase

catalyse I'oxydation de son substrat, le 3,4-dibygiphénylalanine (L-DOPA) afin de produire
la dopaquinone.

Afin d’évaluer la capacité des fractions issued.dfigida et U. intestinalisa inhiber
I'activité de la tyrosinase, nous les avons coriffen a I'inhibiteur de référence qu’est I'acide
kojique, dont I'lGo mesuré est de.4 pg/ml Dans la littérature, la valeur d'IC50 est comgris
entre 2,0 et 6,6 pg/mB@hret@lu et al. 2018; Moonrungsee et al. 2012). Notre résultat se
trouve dans le méme ordre de grandeur, mais resdgible que les valeurs souvent retrouveés.

Les seules fractions montrant une inhibition sigative de la tyrosinase sont I'extrait
agueux EA-UI) et le perméatR-Ul) issus dU. intestinalis avec respectivement 20 % et 24
% d’inhibition & 100 pg/ml, ainsi que I'extrait agux EA-UR) et le rétentat issu d’ issuedd’
rigida (R-UR) avec 29 % d’inhibition, pour les deux fraction$@0 pug/ml (ableau 22. Cette
inhibition reste trés modérée en comparaison adibition induite par I'acide kojique. Elle
n’'est pas pour autant négligeable étant donné epiérdctions actives sont constituées d’un
mélange de nombreux composés, a la différenceadielé kojique, molécule pure.
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Tableau 22:Pourcentages d'inhibition de la tyrosieale champignon des différentes fractions provediativa intestinalis
et d’Ulva rigida, et de I'acide kojique a 100 pug/mli

Fraction issue = Pourcentage d’inhibition a [100 pg/ml] Fractionues = Pourcentage d’inhibition & [100 pg/ml]
d’'U. intestinalis d’'U. rigida
EA-UI 204 %* EA-UR 29+10% *
R-UI 14+5% R-UR 29+5%*
P-UI 24 +5%* P-UR 9+5%
PROT1-UI 5+6% PROT1-UR 2+7%
PSA-UI 5+x9% PSB-UR -3+3%
Inhibiteur de référenceAcide Kojique 95 +4 % a 100 pg/ml

Cha etal. (2011) ont rapporté que des extraits aqueux peowedUlva pertusaet
d’Ulva conglabatainhibent de 3.5 a 14.7 % de Il'activité de la tynasie a 100 pg/ml. Nos
extraits montrent des activités supérieures. |l difficile d'appréhender quel type de
biomolécule est a l'origine de cette activité intribe, méme si les fractions contenant un
mélange de biomolécules paraissent plus activesegusomolécules purifiées.

Les fractions issues de I'extractiortdva intestinalispossedent une tres bonne activité
anti-tache dés 100 pg/ml. La plupart des crémeistaoites contiennent généralement des
substances tels que I'acide kojique, I'arbutinelelacide ascorbique. C’est le cas des cremes
Depiwhité®(ACM), Aqua lotior? (Amarte), Depiderf (Uriage) ou encore Wakamin XP
Mais ces substances tels que I'hydroquinone oudka&ojiqgue tendent a provoquer des
irritations, des érythemes ou encore des dermltesst donc important de définir des
alternatives a ces inhibiteurs et cela d’ici 20RAdtimchenko. 2016). Nos fractions pourraient
se placer comme alternatives de ces composants.

Elles pourraient agir sur I'expression des genepliqués dans le processus de
mélanogéneése. Il serait donc intéressant de coerfices résultats et de mettre en évidence les
voies de signalisation mises en jeu grace a unlgsnprotéomique. Ces fractions pourraient
cibler des voies de signalisation mises en jeudarprocessus de mélanogénése. Par exemple,
la voie de signalisation de I'adénosine monophdspheclique (AMPc), considérée comme la
voie de signalisation classique jouant un role poans la mélanogénese. D'autres voies de
signalisation majeures sont également reconnueslpounédiation des voies mélanogenes, y
compris la signalisation par la protéine kinaseivaet par les mitogenes (MAPK), la
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) / Akt et lesi@s de signalisation Wngfcaténine (Azam
etal. 2017). Toutes ces voies de signalisations peldtemipotentiellement inhibées par un jeu
de phosphorylation/déphosphorylation induit au aonhtle nos différentes fractions.

Les différentes activités mises en évidence lorsedetravaux ont été réesumees dans le
schéma ci-dessouBigure 94. L'ensemble des fractions issuesJdintestinaliset d'U. rigida
ont pu étre valorisées de domaine dermocosmétique.
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Figure 94: Schéma récapitulatif des activités dermocosmétiques mises en évidence lors de ces travaux
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4.3 Etude du potentiel anti-inflammatoire de
fractions issues dUlva sp. en vue de
developper un actif ciblant les troubles
cognitifs et anxio-dépressifs.

L'industrie nutraceutique est estimée a 184 mdkkade dollars, et est en constante
evolution. Le chiffre d’affaires attendu en 2022 @s 302 milliards de dollars (Santini at
2018). Parmi les nombreuses activités traitéed’ipaustrie nutraceutique, on retrouve les
compléments alimentaires traitant les troubleaimfhatoires.

On attribue a certains extraits de macroalgues nesirdes propriétés anti-
inflammatoires. Ces extraits vont reguler lI'inflammation au nivepériphérique (sur des
macrophages par exemple) mais aussi au niveawatentinfluant sur des meédiateurs clés de
linflammation (telles que les cytokines) (Fernaredal. 2016). Ces macroalgues peuvent donc
représenter une alternative a l'utilisation de desyconventionnelles pour la prise en charge
ou la prévention de pathologies ou il est indispblesde controler I'inflammation. C’est le cas
des pathologies du systeme nerveux central comsnedebles de ’humeur, la dépression ou
'anxiété (Dinel etal. 2011). Dans notre société occidentale, les fastéworisant un état
inflammatoire sont multiples. L'obésité, par exemypirovoque une inflammation de bas bruit
en raison du potentiel pro-inflammatoire des adypex Une mauvaise alimentation trop sucrée
ou trop grasse peut entrainer une inflammation iiedpar une production excessive de
cytokines pro-inflammatoires, augmentant indire@einle niveau d’inflammation de
l'organisme. Sur la période 1999-2015, 99 compqaésfiés provenant de macroalgues
marines et possédant une activité neuroproteairitété identifiés et seulement 14 proviennent
de macroalgues vertes dont 6 montrent un poteartieinflammatoire (Alghazwi etl. 2016).
Les macroalgues vertes possédant une activitérdiaiimmatoire sont encore peu exploitées et
c’est dans ce contexte que I'étude du potentidgtiafiammatoire des fractions issuedJd’
intestinaliset d’U. rigida, obtenues via le procédé Seprosys a été effeangld but de passer
sur modelen vivo par la suite.

Afin d’étudier les activités anti-inflammatoires gddifférentes fractions, nous avons
utilisé une lignée denacrophages murins RAW 264.7 Pour induire une inflammation
périphérique aigué, nous avons traité les macragghageain lipopolysaccharide bactérien
(LPS). Le LPS reproduit les effets d’une infectioactérienne en induisant une production
massive de cytokines inflammatoires au sein desophages. La fixation du LPS sur le
récepteur CD14 entraine son interaction avec ldislike récepteurs (TLRsS) et plus
particulierement avec le TLR4 (Duat 1999). La réponse au LPS via le TLR4 passe pat deu
voies de signalisation distinctes : une voie ireldié facon précoce et dépendante de MyD88,
qui active secondairement les voies de transdudiiexB et MAPKinases et une voie plus
tardive indépendante de MyD88.
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Le potentiel anti-inflammatoire des fractions isswbU. rigida et U. intestinalis
correspondant au permé&-(I / P-UR), a la fraction protéiquePROT1-Ul / PROT1-UR),
a la fraction peptidiquePROT2-Ul / PROT2-UR), a la fraction polysaccharidique$A-Ul /
PSA-UR) et a la fraction polysaccharidique de bas poid&oulaire PSB-Ul/ PSB-UR) , a
été évalué a des concentrations allant de 10 @ §00l.

La dexaméthasone et le fucoidane, un polysaccharide sulfaté provenant de
macroalgues brunes, ont été utilisés comme ténpaisisifs figure 95.

A. B.
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Figure 95: (A) Structure chimique du fucoidane pmant de Fucus vesiculosus, (B) structure chimipia dexaméthasone

La dexaméthasoneest un corticoide de synthése diminuant I'inflartiorainduite par
le LPS dans des macrophages en inhibant I'expreskiagene IL-f en bloquant I'activation
des voies NReB et AP-1 (Jeon etl. 2000). Lefucoidane possede une activité anti-
inflammatoire connue et démontrée : il inhibe laduction de NO induite par le LPS dans des
macrophages RAW 264.7 en diminuant I'expression’itléS (Oxyde nitrique synthase
inductible), COX-2 (cyclooxygénase-2) et de cerainytokines tels que le facteur de nécrose
tumorale TNFe et les interleukines IL-6 et ILRL(Park etal. 2011; Park etal. 2017).

4.3.1 Effet des fractions algales sur la viabidigdlulaire des
macrophages

Lafigure 96présente I'effet des fractions algales issuéb tlitestinaliset U. rigida sur
la viabilité cellulaire de la lignée de macrophad®8W 264.7. Les témoins positifs, le
fucoidane (500 pug/ml) et ladexaméthasong(0,392 pg/ml) n'induisent pas d'effet sur la
viabilité cellulaire.

A la concentration la plus élevée, la viabilitéluklire est respectivement diminuée de
55% et 76 % en présenceIROT1-Ul etPROT1-UR, et de 45 % en présenceRIB8A-Ul et
PSA-UR. Les fractions contenant les biomolécules de hanitss moléculaires impactent donc
négativement la viabilité des macrophages. Lesifnag de bas poids moléculair&s|Jl etP-
UR, n’induisent pas d’'effets négatifs sur la viaBilitellulaire. Au contraire, elles semblent
induire une augmentation de la prolifération celid, de I'ordre de 50% a 10 pg/ml.
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L'hydrolyse des fraction®ROT1-Ul et PROT1-UR, tout comme celle des fractions
PSA-UI et PSA-UR, permet par ailleurs de s’affranchir de la dimiontinduite par les
fractions de hauts poids moléculaires. A 500 ugledsl,fraction?ROT2-Ul et PROT2-UR
induisent en effet une augmentation de la viabdéBulaire respectivement de 50% et 18%,
tout commePSB-Ul etPSB-UR (+25% et de +53%). De facon générale, les résuttagervés
sont similaires pour les deux macroalgues testées.
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Figure 96: Viabilité cellulaire des macrophages R2®4.7 apres 24 h de culture en présence des eliigs fractions issues
du procédé Seprosys. La viabilité des cellulegxstimée en pourcentage par rapport aux cellules naitées (témoins). Les
valeurs sont exprimées en moyenne + écart-typel@ répétitions. Les différences significativeseslds valeurs obtenues et
celles des conditions contrdles sont indiquées*gar<0,05), ** (p <0,01) and *** (p <0,001).

4.3.2 Effet des fractions algales sur la productda
monoxyde d’azote (NO)

Les testsn vitro sont couramment utilisés pour évaluer I'activitégi-inflammatoire
d’extraits ou hydrolysats. La lignée cellulaire m@crophages RAW 264.7 cultivée vitro
permet de quantifier la production dans le surnagéa culture des molécules de signalisation
importantes telles que TN&-IL-1p, IL-6 et le monoxyde d’azote (NO), qui jouent @terclé
dans la réponse immunitaire. Lors de cette étwmephcentration en NO a été quantifiee a
l'aide du réactif de Griess (Guevaraaét1998).

Le monoxyde d’azote (NO)est un biomédiateur synthétisé par les NO synshase
(NOS), une famille de trois isoenzymes. Il est iope dans les réponses immunitaires par les
macrophages activés par des cytokines. Le NO estumotransmetteur puissant au niveau des
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synapses neuronales et contribue a la régulatidiaEptose. Par conséquent, les inhibiteurs
de NOS représentent un progrés thérapeutique immgodans la gestion des maladies
inflammatoires. C’est dans ce contexte que I'impBcinos fractions sur la surproduction de
NO par des macrophages murins RAW 264.7 en congtio-inflammatoire induite par le LPS
a été évalué. Leigures 97.Aet97.B présentent |'effet des fractions sur la productienNO
(sans et avec stimulation au LPS) de la lignée @erophages RAW 264.7.

Sans stimulation au LPS, les fractions de bas poidgculaires R-UI/P-UR, PROT2-
UI/PROT2-UR et PSB-UI/PSB-UR) ne provoquent pas d’augmentation de la conceortrat
de NO dans le surnageant cellulaire, tout commelasins positifs.

Les fractions PROT1-UI/PROT1-UR et PSA-UI/PSA-UR contenant des
biomolécules de hauts poids moléculaires induisantcontraire une augmentation tres
significative de la concentration en NO dans lenageant cellulaire. Les fractioRROT1-
UI/PROT1-UR provoquent pour leur part une augmentation dehaeatration en NO de 412
% et de 423% a 100 pg/ml alors que les fracti®®A-UI/PSA-UR provoquent une
augmentation plus modérée, de 108% et 288% a 500l Lige potentiel pro-inflammatoire des
biomolécules de hauts poids moléculaires est coemparticulier celui des protéines (Faria et
al. 2013).

Concernant les fractionBSA-UI/PSA-UR, les résultats rejoignent ceux des travaux
portant sur un extrait d’'ulvanes (51 kDa) provendiflva pertusadémontrant que ces
polysaccharides sulfatés induisent considérablerfsemroduction de NO et de cytokines
(Tabarsa eal. 2012). De méme, deux autres études relatent kcitépes ulvanes issugdva
intestinalis(72 kDa et 60 kDa) a stimuler la production de NO1, IL-6 et TNF«. (Tabarsa
etal. 2018; Jiao et al. 2011). Une étude a montré que le degré de sutiatateve peut jouer
un role dans le potentiel pro-inflammatoire de palycharides sulfatés (Cherae€t2008). Le
degré de sulfatation des fractioRSA-Ul et PSA-UR peut donc aussi expliquer leur potentiel
pro-inflammatoire. Lors de la thése précédenta,été prouvé qu’une désulfatation partielle
intervient lors de la dépolymérisation. Cette diggation va dépendre des conditions et du
temps de traitement mais I'impact sur le degréudfatation pourrait induire, ici, la perte de
cette activité pro-inflammatoire pour les fractidtSB-Ul etPSB-UR

L'hydrolyse des protéines ou polysaccharides ptéseespectivement dans les fractions
PROT1-UI/PROT1-UR etPSA-UI/PSA-UR permet donc logiguement de s’affranchir de leur
activité pro-inflammatoire.

Compte-tenu de leur activité pro-inflammatoire @e&ér les fractionsPROT1-
UI/PROT1-UR etPSA-UI/PSA-UR ne peuvent pas étre utilisées en tant que ouiaul'sa
actif anti-inflammatoire. Elles ont en conséquegte éliminées de I'étude et n'ont pas été
testées plus avant.
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Figure 97.A: Production de monoxyde d’azote dans le sugaagde culture des macrophages RAW 2@&A&iis stimulatic
au LPS, aprés 24 h de culture en présence desdtliféss fractionsssues du procédé Seprosys. La quantité de mor
d’azote produite estxprimée en pourcentage par rapport aux cellules maitées (témoins). Les valeurs sont exprimé
moyenne * écart-typavec n = 8 répétitions. Les différences significedi entre les valeurs obtenues et celles des émm
contrdles sont indiquées par * (p <0,05), ** (p €1 and *** (p <0,001).
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Figure 97.B . Production de monoxyde d’azote dans leageant de culture des macrophages RAW 264.7,sdveualatior
au LPS, apres 24 h de culture en présence desdtifés fractions issues du procédé Seprosys. Latig@ae monoxyc
d’azote produite estxprimée en pourcentage par rapport aux cellules tnaitées (témoins). Les valeurs sont exprimé
moyenne + écart-type, avec n = 8 répétitions. Lif@m@nces significaties entre les valeurs obtenues et celles des con
contréles sont indiquées par * (p <0,05), ** (p €d,) and *** (p <0,001).

Lafigure 97.Bprésente I'effet des fractions sur la productioN@epar les macrophages
RAW 264.7avec stimulation au LPS L'ajout du LPS induit une augmentation de la ditén
totale de NO produite dans le surnageant de cuttowe conditions contrdles, qui passe de 8,2
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UM sans LPS a 70 uM avec LPS. Une nette différemzgohologique est également induite
par la stimulation au LPSigure 98 : les macrophages traités au LPS paraissenté&sosfl
dendritiques comparés aux macrophages non traités.

Figure 98 : (A) Morphologie des macrophages RAW.26#rés 12 h de contact sans traitement au LPSn(Bphologie
des macrophages RAW 264.7 aprés 12 h de contactraitement au LPS (1 uM).1 cm équivalent a 50um.

Le fucoidane et la dexaméthasoneinduisent respectivement une diminution de
production de NO de 35% a 500 pug/ml et de 66% 920,8)/ml, ce qui est en accord avec la
littérature et permet donc de valider les méthaogiede culture des macrophages et de dosage
du NO employées (Park ak 2011; Park et al. 2017).

Les fractions issues d. intestinalisprésentent des activités anti-inflammatoires trés
intéressantesP-Ul, PROT2-Ul et PSB-UI induisent une diminution significative de la
production de NO, respectivement de 71% a 100 yd&/hdb a 500 pg/ml et 71% a 500 pg/ml.
Des observations similaires peuvent étre faite pesirfractions issues d: rigida (P-UR,
PROT2-UR etPSB-UR), qui induisent elles aussi une diminution impatgaste la production
de NO : respectivement 67% a 10 pg/ml, 23% a 5@Met 60% a 500 pg/ml.

Les fractionsP-Ul et P-UR, qui contiennent des polymeres ayant un PM infiérée
15kDa, induisent la diminution la plus importantelé basses concentrations. Elles peuvent
contenir un nombre important et varié de molécalganiques telles que des oligosaccharides
ou polysaccharides, des peptides ou de petiteSipesttelles que les lectines. Les lectines sont
de petites protéines souvent associées a un mookigosaccharide se retrouvant dans la paroi
algale. Elles ont démontré, lors de différentesdéty une activité anti-inflammatoire
intéressante (Singh ai. 2015). Da Conceicdo Rivanor &t (2014) ont démontré qu’une
lectine provenant d’'une macroalgue ve@aulerpa cupressoidesiche en valine, glycine,
alanine et asparagine possédait un potentiel afitdiknmatoire impliquant I'inhibition de I'IL-
1B et du TNFe. Il serait donc intéressant de caractériser lastibnsP-Ul et P-UR afin de
déterminer si elles contiennent des peptides cantenes acides-aminés, ou encore de
démontrer la présence de lectines pouvant étigihie de cette activité anti-inflammatoire.

Les fraction?ROT2-Ul etPROT2-UR possédent elles aussi de nombreux peptides et
montrent une activité anti-inflammatoire intéregsarDiverses études récentes ont montré que
des hydrolysats de protéines ou de peptides étdigés d'activités anti-inflammatoires. C’est
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le cas d’'un peptide purififAQAD provenant d®yropia yezoensjsnontrant une activité anti-
inflammatoire trés intéressante, diminuant de @érflammation induite par le LPS a 1 ug/ml
(Lee efal. 2015). Le fait qu’un peptide de faible taille eétte propriété peut expliquer l'activité
de la fractionPROT2-UI qui contient de nombreux peptides de 2 a 10 acdagaés parmi
lesquels pas moins de 15 pentapeptides, alors ajfeadtion PROT2-UR présente une
proportion plus importante de peptides de poidsmdaires supérieurs a 3 kDa, correspondant
a des peptides de 20 acides aminés environ. Lesutkade Cian eal. (2018) et Senevirathne,
et al. (2010), portant sur des hydrolysats peptidiqueterals par digestion enzymatique
impliquant le cocktail Flavourzynfievont également dans ce sens : le premier, idsivalsp.

et contenant des peptides de moins de 8 acidestar(iW inférieur a 1 kDa), régule la
production de cytokines en inhibant la voie NB-chez des macrophages spléniques, tandis
gue le second, provenant lerphyra tenerainhibe efficacement la production de NO induite
au LPS par les macrophages RAW 264.7. Autre exemphe séquence peptidique
(VECYGPNRPQF) provenant d’'une microalgue marine, Chlorella papve une diminution
dose-dépendante de la production de NO (macropléyas264.7 stimulés au LPS) et induit
une diminution de I'expression de I'INOS (Chern@k2010). Cette séquence peptidique n'a
pas été retrouvée dans les peptides issus de dlygdr dePROT1-UR et dePROT1-UI
(p.131/132). Néanmoins, on retrouve des similaritds peptide, issus de I'hydrolyse de
PROT1-UR, comportant 11 acides aminésk(J0 minutes), contient les séquenvés et GP
commune a la séquence peptidique retrouve Chearella. De méme, un peptide, issus de
'hydrolyse dePROT1-Ul, comportant 12 acides aminés (33 minutes), se termine par la
séquencePTQF. Ces enchainements peptidiques communs pouritgeaissi expliquer
l'activité anti-inflammatoire de ces fractions ? lpgésence en grand nombre de valine,
isoleucine, phénylalanine ou encore de prolines s@uvent présents au sein des peptides
possédant une activité anti-inflammatoire (Chalamaet al. 2018), pourrait elle-aussi
expliquer lactivité anti-inflammatoire de ces ftians et particulierement la différence
d’activité entre PROT2-Ul et PROT2-UR puisqu’ils sont retrouvés en quantité plus
importante dans la fractiddROT2-Ul ?

Concernant les fractionPSB-UI/PSB-UR le potentiel anti-inflammatoire des
polysaccharides sulfatés n’est plus a démontraitdtobjet de nombreuses publications (Jiao
etal. 2011). Sanjeewa al. (2017) ont testé le potentiel inflammatoire dééldntes fractions
de polysaccharides sulfatés hydrolysés provenald decroalgue brunargassum horneri
et ont obtenu avec leur meilleure fraction conasntéxt 100 pg/ml une inhibition de 50 % de
linflammation induite au LPS. Ces résultats saniilsires a ceux obtenue poBSB-UI et
PSB-URIlors de notre étude. Une autre étude confirmdegielvanes de bas poids moléculaire
provoquent une réduction significative de la séoréde cytokines pro-inflammatoires induites
au LPS, notamment la production d’lI3;1L-6, TNF-a et NO (Rahimi eal. 2016).

En résumé, les fractionB-UR, P-Ul et PROT2-Ul présentent une activité anti-
inflammatoire supérieure a celles de la dexaméttgaqui est un composé pur. Ces fractions
recélent donc un potentiel fort en tant gu’ingrétieanti-inflammatoires, valorisables en
nutraceutique. Il serait toutefois intéressant é&m en évidence le ou les composés a l'origine
de l'activité anti-inflammatoire en réalisant urtede structure-fonction plus poussé et par la
suite de diminuer la concentration effectrice.

182



Résultats et Discussions

4.3.4 Analyses des transcrits pour la mise en éacelalu
mécanisme d’action

Le potentiel anti-inflammatoire des différentescfrans a été évalué par des analyses
des transcrits visant la gquantification du niveaexpression des meédiateurs pro- et anti-
inflammatoires suivants : I'oxyde nitrique syntha@BIOS, enzyme produisant le NO),
prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (PTGS2)rlénene-6 (IL-6), cyclo-oxygénase 2
(Cox-2), interleukine-f (IL-1B), interféronf (IFN B), facteur de nécrose tumoral (TMNJy-
facteur de croissance transformant (T[g et I'interleukine 10 (IL-10).

Apres avoir réalisé des RT-PCR quantitatives argdiéchantillons d’ADNc extraits de
macrophages RAW 264.7 cultivés en présence desofmacde bas poids moléculaire issues
d'U. rigida (P-UR, PROT2-UR et PSB-UR), nous avons évalué I'expression des génes
sélectionnésfigure 99. Les cellules n'ayant pas recu de traitemengtiqtonsidérées comme
cellules contrbles. Les concentrations testéegtanthoisi en fonction des résultats obtenus
lors des tests sur la viabilité cellulaire et Ides dosages du monoxyde d’azote.
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Figure 99: Effets des fractions P-UR, PSB-UR et PROR sur I'expression de génes codant pour desatetds pro- et
anti-inflammatoires en présence de LPS (1 uM).doeslitions contrdles sont représentées par leswalencadrées par les
traits rouge. * p>0.05

Les profils de transcription des genes correspanaax differents médiateurs obtenus
avec les fraction$?SB-UR et PROT2-UR se sont révélés similaires a ceux des cellules
contrbles. Ces fractions n'impactent donc pas Fegpion des genes sélectionnés et le potentiel
anti-inflammatoire mis en évidence par quantificatide la production de NO par les
macrophages RAW 264.7 n’est pas corrélé avec uneogusous expression de I'un de ces
meédiateurs pro- ou anti-inflammatoires. Sachantlgpigbition de la production de NO peut
parfois étre due a une interaction avec le récepodiiike 4 (TLR4), empéchant la fixation et
la formation des complexes TLR4-IRAK4 et TLR4-TRtlmme le fait une glycoprotéine
provenant dé€yropia yezoensi&hin etal. 2011), il serait intéressant d’explorer ce méaaeis
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d’action pour mieux comprendre l'activité anti-eafhmatoire des fraction®SB-UR et
PROT2-UR.

En revanche, concernant la fractrUR, on remarque une diminution significative de
I'expression du gene codant pour 'INOS passant dlog fold change de 7 a 2, ce qui indique
gue le niveau d’expression d'iNOS est 32 fois ffaulle apres traitement. La fixation du LPS
sur les récepteurs TLR4 est connue pour induirepdaduction de médiateurs pro-
inflammatoires incluant le NO et des cytokinesetelfjue TNF, IL-1p et IL-6, par activation
des voies de signalisation NdB- et MAPK (Chen eal. 2002).

Apres stimulation des macrophages, les protéinesBl€ytosoliques sont transportées
dans le noyau ou elles induisent la transcripti@gé&hnes pro-inflammatoires, incluant iNOS et
Cox-2, ainsi que les génes codant pour les cytskine-inflammatoiresfigure 10Q.
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Figure 100: Vue simplifiée des voies de signalseiinduite par le LPS. Le LPS se lie a TLR4 @vades facteurs de
transcription AP-1, NF-k B et IRF3 par les voies My@et TRIF (Tsuchiya et al. 2009)

Au cours de la cascade de transduction du signatettain nombre de protéines sont
phosphorylées. La dérégulation de ces phosphargkatest d’ailleurs une cause connue de
maladies inflammatoires chroniques liées a la sivaton de la voie NReB et I'inhibition des
protéines associées a ces phosphorylations eslamstratégies prometteuses de traitement
contre ces pathologies ou pathologies associéaso()ietal. 2005; Xiao et al. 2002). Dans
cette logique, les travaux de Lee at(2017) ont démontré qu’'un extrait aqueux de la
macroalgue vert€odium fragileconcentré a 10Qg/ml induit une diminution de I'expression
d'iNOS en inhibant la phosphorylation de la voie -KNE et plus particulierement la
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phosphorylation des MAPKs, de JNK et de ERK 1/2. @&me, I'hydrolysat peptidique
provenant dJlva sp. et le pentapeptid€AQAD issu dePyropia yezoensjgrésentés pour
comparaison avec nos fractions algales dans letoh&p3.2, semblent réguler la production
de cytokines pro-inflammatoires comme le NO enbaht l'induction des voies NkB,
MAPK-p38 et JKN pour le premier (Cian el. 2018) et en régulant négativement la
phosphorylation de la voie des MAPK, de la prot¢i@8 et de c-jun pour le second (Lealet
2015). Les niveaux d’entrée sont donc multiplesrpdentifier le mode d’action précis de la
fraction P-UR, qui pourrait potentiellement cibler les mémesegaile signalisation, mais cela
reste a démontrer et constitue une perspective tiaeail a explorer.

On remarque également que la fractieR induit la sous-expression du géne IEN
L'IFN- B est une protéine activant les macrophages lomsediofection, qui fait partie des
cytokines anti-inflammatoires. La sous-expressidRNI  induite par la fractioP-UR peut
paraitre contradictoire avec son activité antianfmatoire démontrée mais peut également
s’expliquer par cette méme activité : la diminutaba I'inflammation induite par la réduction
de I'expression d'iINOS par la fracti®hiUR est en effet susceptible d’entrainer en conséguenc
une diminution de I'expression de cytokines anfliaimmatoires telles qu’'IFN; rendue moins
nécessaire dans un contexte moins inflammatoirgl@® I"IFN- est fonctionnellement liée
a d'autres cytokines car elle peut étre induiteataines d'entre elles et ses actions peuvent étre
potentialisées ou au contraire subir des antag@sigrar d'autres (Kopitar-Jerala. 2017).

4.3.5 Etudesn vivod’'un effet anti-anxiété et anti-dépresseur
des fractions PSB-UR, PROT2-UR et P-UR

Sur la base des activités anti-inflammatoiresdigsificatives démontrées dans les deux
chapitres précédents pour les fractidhdJR, PROT2-UR et PSB-UR celles-ci ont été
sélectionnées pour évaluer leur potentiel anxigbgiet antidépresseur.

Cette étude a été menée par_le laboratoire NutriNele I'INRA-Université de
Bordeaux, sur un modéle de souris diabétiqueséseptant des troubles anxiodépressifs dus a
la consommation d’un régime hypercalorique enrezhgras KIFD). A cette fin, le régime des
souris a été enrichi ou non, par ajout des frasftob/R, PROT2-UR etPSB-URdans les eaux
de boisson. Le métabolisme énergétique (sensikilii@suline et tolérance au glucose) et les
comportements anxiodépressifs des souris ont algsas.

Chaque cohorte de souris comporte un groupe deiffissstandard (SouriSTD), un
groupe de 5 souris standard ayant recu la fraetigale (SouriSTD + algue; fractionsPSB-
UR, PROT2-URetP-UR), un groupe de souris ayant un régime hypercaleraqrichi en gras
(SourisHFD) et un groupe de souris ayant recu le régif® + algue (PSB-UR, PROT2-
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UR etP-UR) (figure 10).

Figure 101 : Présentation des différentes cohodesouries utilisées afin de tester I'efficacité fflactions algales sur
I'amélioration des troubles anxiodépressifs et dbfm
Les différents groupes de souris ont été soumisua iégime particulier durant 16
semaines puis I'étude du métabolisme et les temtgoortementaux (cognition, anxiété et
dépression) ont été effectués sur une périoderdais figure 103.
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Figure 102: Chronologie des différents tests comgroentaux effectués sur les différentes cohortesulés (analyses
métaboliques, tests cognitifs, tests anxiodépmssifectués au sein de I'équipe NutriNeuro (Unitérde Bordeaux)

La metformine a été utilisée comme témoin poskifldmélioration du métabolisme
des souris soumises au régime hypercalorique enechgras (Zemdegs el. 2019).
L'administration de cet antidiabétique de référerfo@dicament le plus utilisé dans le
traitement du diabéte de type 2) aux souris dighét présentant des troubles
comportementaux, a amélioré sans reverser lesatidtés métaboliques et émotionnelles
induites par le régime HF/HS (données non présenfes effet curatif de la metformine est
conforme a la littérature (Guo @t 2014; Fatemi et al. 2019).

La premiére cohorte de souris a recu dans I'eaboisson la fractioiPSB-UR a une
concentration de 200 pg/ml soit 50 mgpkigs sec La fractionPSB-URn’a donné aucun résultat
concluant sur le métabolisme et le comportementuedeles murins. De ce fait, la seconde
cohorte a recu en supplémentation les fradiB®OT2-UR (100 pg/ml soit 19 mg/Kgpids sed
et P-UR (10 pg/ml soit 1,2 mg/Kgpids se}, qui ont été ajoutées en plus de la fracB8B-UR
a partir de la 13" semaine.
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Analyse des parameéetres métaboliques

Dans un premier temps, la tolérance au glucose pbids ont été suivie en continu
durant les 16 semaines de traitement avec legdifteés fractions. Légure 103présente le
suivi de poids obtenue pour les différents grougmsouris. Il faut noter que lesuris sous
régime high fatontun poids corporel plus élevéue celui des souris sous régime standard et
gue cette différence de poids augmente avec leselas souris traitées avec les trois fractions
issues dJ. rigida n'ont pas présenté de différence significativepdils corporel comparées
aux souris non traitéefigure 103.
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Figure 103: Suivi de la masse corporelle obtenuerpes 4 groupes de modéles murins (Souris STDjsSBUD + algues,
Souris HFD et Souris HFD + algues)

La figure 104 présente la cinétique de la glycémie postprandidlenue pour les
différents groupes de souris. Les groupes S@II3 et les souriSTD + alguesprésentent le
méme profil de cinétique glycémique. Lssuris sous régime richen graisse montrent quant
a elles ungglycémie trés significativement plus élevégue celles sous régime standard,
passant d800 mg/dl de glycémie a prées @0 mg/dl apress0 min. Enfin, les souris sous
régime riche en graisse traitées avec les fracRadf, PROT2-UR etPSB-URaffichent une

glycémie_tres significativement plus forte que desiris non traitées, de I'ordre 860 mg/d|
apres 60 min.
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Figure 104: Cinétique de la glycémie obtenues pear cohortes de modéles murins (Souris STD, S8lifis+ algues,
Souris HFD et Souris HFD + algues). Les différensigmificatives entre les valeurs obtenues et salkes conditions
contrdles sont indiquées par * (p <0,05), ** (p €) and *** (p <0,001).
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Ces résultats sont confirmés via le calcul ded’aous la courbe des cinétiques de
glycémie présentédigure 105 Les souris sous régime riche en graisse ont lyeémie tres
significativement plus élevée que celles sous régatandard. Le régime supplémenté en
fractions algales diminue significativement I'ageus la courbe obtenue pour les souris sous
régime high fat, d’environ 26%.

Test de tolérance au glucose

300007 %% * Kk

Il ’
e
200004

|
10000 ;

Aire sous la courbe de la
cinétique de glycémie

Souris STD  Souris HFD Souris HFD
+ algues

Figure 105: Aire sous la courbe de cinétique deéigie postprandiale obtenue pour les 3 groupesatiehas murins
(Souris STD, Souris HFD et Souris HFD + algueskldu test de tolérance au glucose. Les différesigesficatives entre
les valeurs obtenues et celles des conditions @lastisont indiquées par * (p <0,05), ** (p <0,01péG*** (p <0,001).

Nous pouvons donc en conclure que le régime richgraisse altere ’'homéostasie
glucidique et que la supplémentation avec lesifyastalgales améliore tres significativement
'homéostasie glucidigue.

Analyses comportementales

Dans un premier temps, I'évaluation de dagnition des groupes de souris, plus
particulierement au travers du test de localisatiobjet, a révélé un effet tres bénéfique des
fractions algalesfigure 1089.

Ce test permet de déterminer la performance dennaissance spatiale des souris en
mesurant le temps passé avec un objet déplacépaort au temps passeé avec le second objet
non déplacé lors de la phase de restitution, Irésdp phase d’acquisition. Le ratio du temps
passé avec I'objet déplacé doit étre supérieufa@@ur affirmer que la reconnaissance spatiale
de la souris est effective. Selon les résultatsedest, l#égime riche en graisse tendance a
induire une altération de la mémoirecar ce ratio passe de plus de 60% pour le groepe d
souris témoins§TD) & moins de 40% pour le groupe de souris highH&D). Au contraire,
le groupe de souris soumis a la supplémentatidinaetionsP-UR, PROT2-UR et PSB-UR
(HFD + algue) montre un ratio de pres de 70%, significativentéem plus important que celui
du groupe high fat (p = 0,053), ce qui prouve caisupplémentation permet d’améliorer
nettement la mémoire spatiale des souris high fat.
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p=0,058

Ratio (%)

Souris Souris STD Souris gouris HFD
STD  +algues HFD  ;;jgyes

Figure 106: Ratio du temps passé entre I'objet déplet I'objet non déplacé lors du test de locaitsad'objets appliqué
aux différents groupes de souris (Souris STD, S&IFD + algues, Souris HFD et Souris HFD + algudgkst t de Student
non apparié, utilisation de GraphPad Prism (LogidBraphPad).

Dans un deuxieme temps, lesmportement anxieux et dépressifies groupes de
souris ont été évalués. ké&gime riche en graisse tendance a induiten phénotype anxieux
La supplémentation algale n’a montré, du point de du phénotype anxieux, aucun effet
positif (données non présentées). En revanchectguportement pseudo-dépressifinalysée
via un test d’incurief(gure 107, qui évalue le temps total consacré au toiletfaydes souris,
5 min apres les avoir vaporisées avec une solu®rsaccharose a 10%, a été affecté
positivement Ce test a, en effet, démontré comme attendule@juégime riche en graisse
induit un phénotype pseudo-dépressifcaractérisé par un temps consacré au nettoyage de
souris high fat d’environ 30 s, beaucoup plus faiQue celui des souris contréles, en fait
guasiment deux fois moindre. Il a par ailleurs pgque les souris high fat supplémentées en
fractions algales consacrent au toilettage le m@&mgs que les souris contréles, environ 58 s,
soit une augmentation tres significative, de 48%90(p78), par rapport aux souris high fat non
supplémentées. Ceci indique que les souris soumeaiche en graisse supplémenté avec les
fractions algales présentent un comportement beputwmins pseudo-dépressif que les souris
sous régime high fat non supplémentées.

p=0078

Souris Souris STD Souris Souris HFD
STD + algues HFD + algues

Temps de « toilettage » (s)

Figure 107: Temps total de toilettage des modelasma (Souris STD, Souris STD + algues, Souris HfED
Souris HFD + algues). Test t de Student non appaitiésation de GraphPad Prism (Logiciel GraphPad)
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Conclusions des analyses métaboliques et comportamees

Les souris ayant recu le régime riche en graisea sticre ont vu leur masse corporelle
augmenté (p.175). Cette augmentation de la prapodu tissu adipeux peut étre associée a
une réaction inflammatoire chronique dit a bas tbrdn effet, les adipocytes régulent le
meétabolisme en sécrétant des cytokines pro-inflaimines tels que le TNFe: ou encore I'lL-

6 (Tilg et al. 2006). Cet état inflammatoire est une des cause§nibition de voie de
signalisation a l'insuline, provoquant une résistaa I'insuline comme cela semble étre le cas
pour les souris ayant recgu le régime riche en ggdi8.176).

La réaction inflammatoire induite va impacter I'emtble de l'organisme par
lintermédiaire des cytokines libérées dans lautation sanguine qui vont agir a distance sur
différents organes, dont le cerveau. Il existe denbreuses voies de signalisation et de
communication permettant la transmission de I'milaation du systeme nerveux périphérique
vers le systeme nerveux central. L'activation deltules microgliales et des astrocytes ainsi
gue la libération de facteurs inflammatoires prax®@gne neuroinflammation. Cette activation
anormale de ces cellules peut étre reliée a deblé® anxio-dépressifs et cognitifs. L'obésité
peut donc indirectement étre corrélée a des deftignitifs comme I'attention, les fonctions
exécutives et la mémoire (Aloscoat 2014). Des études ont permis de mettre en évidence
limpact d’'un régime hyperlipidigue et hyperglycé&mue sur les capacités cognitives et
contribuer a l'altération de la régulation du glsepfacteur important de déclin cognitif associé
au diabete de type 2 (Winocurat 2005). Nos résultats tendent vers ceux retrouaés th
littérature. En effet, les souris ayant recu ldmégriche en graisse et en suorg tendance a
développer un phénotype anxieux et pseudo-dépressif

La supplémentation alimentaire BAUR, PROT2-UR etPSB-URpermet daméliorer
significativement’homéostasie glucidiquealtérée des souris soumises au régime riche en
graisse, ainsi que leucapacités de cognition, relatives a la mémoire spalke. Elle permet
par ailleurs deliminuer nettement leur comportement pseudo-dépress les replacant dans
un état proche des souris sous régime alimentairmal. Il sera pour autant essentiel de
confirmer ces résultats, au travers d’'une nouviilele portant sur une seconde cohorte de
souris, qui est actuellement en cours. Etant dgaedes 3 fractions retenues ont été associées
dans ce travall, il sera également nécessaire wentié@er quelle(s) fraction(s) est ou sont a
I'origine des activité pro-cognitives et antidémiges mises en évidence, en association ou non.
Il semble peu probable quBSB-UR unique fraction a avoir été appliquée seule en
supplémentation, soit a I'origine des activitég;shaction synergique avec une ou les 2 autres
fractions, puisqu’elle n’a donné aucun résultatéh@ue lorsqu’elle était la seule source de
supplémentation. Cui @ll. (2012) ont montré le potentiel de polysacchatddgsulfatés, les
fucoidanes (7000 Da), a améliorer les déficits cant@mnentaux et cognitifs de rats et & inhiber
la libération de ROS et de TNE-Autre exemple, il a été démontré qu’un extrditlda sp. (40
mg/kg pc), contenant des polysaccharides sulfatésit une réduction de I'immobilité chez le
rat. Cet extrait, contenant 45% d’'ulvanes montre désultats similaires a celui d’'un
antidépresseur connu (Violle ef. 2017). Les fraction®-UR, PROT2-UR et PSB-UR
semblent induire des effets similaires associésearégulation de 'homéostasie glucidique a
des concentrations plus faibles. Nous pouvons émélttypothése que I'amélioration du
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comportement des souris pourrait étre due a larginde la fractiolPSB-UR contenant des
ulvanes et les autres fractions. En effet, la foad®SB-UR administrée seule n’a pas démontré
d’amélioration du comportement chez les modelesmau©n peut conclure que ces ulvanes
doivent étre associés a dautres biomolécules affimméliorer les parametres
comportementaux. Néanmoins, la fractttyR a démontré des propriétés anti-inflammatoires
en diminuant la concentration de NO dans les saanatg cellulaires. Ces résultats ont été
confirmés par la diminution de I'expression génigied’iNOS. Comme vu précédemment, de
nombreuses études ont établi le lien entre [inftaation, et indirectement la
neuroinflammation, induit par les régimes riches grmisse et en sucre et les profils
anxiodépressifs. Il a été démontré que I'extraithamolique dJlva conglobatasupprimait
I'expression de l'enzyme pro-inflammatoire cyclaggéyase-2 (Cox-2) et de l'oxyde nitrique
synthase inductible (iNOS) dans la microglie muhé réduisant I'inflammation au niveau
cérébrale (Jin edl. 2006). Nous pouvons émettre I'hypothese que ldifna®-UR induit une
diminution de I'inflammation, et indirectement lauroinflammation, due au régime high fat
ameliorant, au cours du temps, le profil pseudaegif des modeles murins. Des études
complémentaires sont nécessaires pour confirmeréleanisme d'action associé a ces effets
biologiques.

Bien que préliminaires et nécessitant encore d@&irdirmés, ces résultats vitro etin
vivoindiquent qu’une supplémentation nutritionnelleaetifs extraits dJ. rigida (assimilables
par lI'organisme) peut cibler les mécanismes phgsimpogiques des troubles métaboliques,
cognitifs et émotionnels. Les activités biologiqueses en évidence grace aux précédents
travaux ont été resumé dans le schéma ci-desBguee(109.

191



Résultats et Discussions

Hydrolyse
enzymatique
—_—

Catalyse acide
supportée
-«

i

2 un bon complément ou une alternative aux
traitements des troubles anxio-dépressifs ?

Figure 108 : Schéma récapitulatif des activités anti-inflammatoires pour les fractions de bas poids moléculaires
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L'objectif majeur de cette thése était d’identifides applications potentiellement

commercialisables pour les différentes fractiongnderoalgues marines extraites et purifiées
au moyen du procédé SEPROSY 8t en particulier la fraction protéique. Toutaceh ciblant
des activités appartenant aux domaines de la muttigoe et de la dermo-cosmétique, pour
lesquels les molécules sont a moyenne valeur g@itéu le risque économique est plus faible
et le retour sur investissement plus rapide guddmaceutique, afin de pérenniser le procédé
et I'entreprise. Ces travaux de théese ont permis :

a)

b)

f)

d’optimiser les étapes de broyage et de clarificatiu procédé SEPROSY Sifin
d’améliorer les rendements massiques des fractongenant les protéinePROT1)
et les polysaccharideB$A), et d'adapter le procédé a I'échelle semi-indeksr;

de caractériser et de développer nos connaissancéscomposition biochimiqueet
structurale des fraction$ROT1 provenant dJlva rigida et d'Ulva intestinalis;
d’adapter une méthode d’hydrolyse de ces fractPROT1 par voie enzymatique,
facilement transposable et déja utilisée a I'éehieltlustrielle ;

d’identifier uneactivité anti-age pour différentes fractions provenantiva rigida et
Ulva intestinalis permettant d’imaginer une valorisation induskeiele ces fractions et
de confirmer la nature protéique de la biomoléeulerigine de I'activite.

d’identifier uneactivité anti-tache pour différentes fractions provenantiva rigida
et Ulva intestinalis permettant d’envisager uperspective de développemergour
ces fractions :

D’identifier le potentielanti-inflammatoire de fractions contenant degomolécules
de bas poids moléculairaboutissant a des effets concluants a I'éclireNevo.

Partie | : Procédé de fractionnement et de purificion de biomolécules issues de

macroalgues vertes.

La partie | de ces travaux de thése a porté suplduction d’extraits de macroalgues vertes.
Ces fractions, issuesl\d rigida et U. intestinalis,correspondaient a I'extrait aquel&xA-UR
/ EA-Ul), au rétentatR-UR / R-Ul), au perméatR-UR / P-Ul), a la fraction protéique
(PROT1-UR/PROT1-Ul) et a la fraction polysaccharidiq(ffSA-UR / PSA-UI)

Dans un premier temps, les étapes de broyage @aufication des différentes fractions
provenant du procédé SEPROSN@t été optimisées afin d’améliorer le rendemeassigue
d’obtention des fractions protéiqudaROT1) et des fractions polysaccharidique&Ssh). Les
étapes de broyage ont été optimisées afin de dé&gesdparois algales grace a l'utilisation d’'un
broyeur industriel. La granulométrie des particidedonc été diminuée afin d’augmenter la

surface d’échange lors de I'extraction, et la qmb& de libérer les polymeres intra-cellulaires,
tels que la Rubisco, 'ATP synthase ou en I'actlres étapes de clarification ont été optimisées
afin d’éliminer les débris cellulaires généreés lbusbroyage. En effet, apres filtration grossiere
a l'aide d’'un cbne de filtration, une étape dediiion sur un tamis de 30 microns et un passage
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sur un filtre & plague de 1,2 microns et de 0,8onis ont été ajoutés. Grace a ces optimisations,
les rendements massiques ont été multiplés3,4 avec un rendement de 16 % pour la fraction
PSA-UR, de 2,2% pour la fractioRROT1-UR, de 7,8% pour la fractioRSA-UI et de 4,2%
pour la fractionPROT1-Ul. De plus, I'optimisation du procédé a permis |lsgame a une
échelle semi-industrielle permettant de traiter dizaine de kilos de biomasse.

Apres avoir déterminé la composition biochimique déférentes fractions, les fractions
PROT1-UR etPROT1-Ul, composées d82% et51% de protéines, ont été caractérisees. La
fraction PROT1-UR contenait une population protéique ayant un $dérieur a 669 kDa
une population protéique allant 88 a 3 kDaet ayant un PM majoritaire dé kDa et une
population peptidique ayant un Piférieur a 2 kDa. Elle comportait85% de protéines
présentant un PMupérieur a 50 kDg associées a de faibles proportions de protéiad3\i
compris entre 10 et 50 kD&%) et inférieur & 3 kDa20%). Cette fraction était majoritairement
composeée déeucine (21,2%), disoleucine(16,8%), deproline (12,3%), dephénylalanine
(14,5%), detyrosine (5,5%) et devaline (20,9%). La fractiolPROT1-Ul contenait, elle, une
population protéique ayant un Pdpérieur a 669 kDaet une population protéique allant de
60 a 3 kDaet ayant un PM majoritaire de 22 kDa. Elle contgubdes protéines de PM compris
entre 50 et 10 kDaB6%), seulement une faible proportion de protéinePllesupérieur a 50
kDa (36%) et une proportion de protéines et peptides ayamM inférieur a 10 kDal6%).
Cette fraction était majoritairement composél@égcine (27,2%), disoleucine (23,3%), de
proline (5,2%), dephénylalanine (6,9%), et devaline (28,4%). Les fractions protéiques ont
été hydrolysées par voie enzymatique a 'aide docktail de protéases, Flavourzytne

Deux fractions de bas poids moléculaires ont étérmlesPROT2-UR etPROT2-Ul. La
fractionPROT2-UR (H-PROT1-URzn) contenaitl1% de protéines avec un poids moléculaire
inférieur & 50 kDa eB8% de peptides ayant un poids moléculaire inférie@ kDa. Elle
comportait 53 peptides identifiés. Les acides amim@joritaires composant ces différents
peptides étaient la leucine ou/et isoleucine (13,8&ovaline (14,1%), la proline (13,4%) et
l'acide glutamique (10,7%). La fractioRROT2-Ul (H-PROT1-Ul1n) contenait66% de
protéines avec un PM inférieur a 50 kD&8®¥% de peptides ayant un PM inférieur a 3 kDa. 83
peptides ont été identifies et étaient majoritageincomposes de leucine ou/et isoleucine
(17,1%) et d’alanine (9,7%). D’autres acides amimdsété retrouvés en proportions égales :
la glycine (7,6%), I'acide glutamique (7,6%), I'dei aspartique (7,9%), la tyrosine (7,4%), la
thréonine (7,9%) et la sérine (7,1%).

Les fractions polysaccharidiques ont, elles agd8idépolymérisées afin d’obtenir des
fractions de bas PM, aprés 24 h d’hydrolyse acig®martée. La fractio®SA-UR, de PM
moyen de56 kDa, a ainsi pu étre réduite a envirdrkDa, au sein d’'une nouvelle fraction
dénommeée PSB-UR avec un indice de polydispersi#gg8ika fractionPSA-Ul, de PM moyen
de61 kDa, a été réduite a envirdhkDa donnant la fraction PSB-Ul possédant un indice de
polydispersité de,8.

Le procédé SEPROSYS donc permis d’obtenir différentes fractions depositions
variées, avec des degrés de pureté différentaetida de I'avancée dans le procédé, contenant
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des protéines intracellulaires et des polysaccearike tailles variées et pouvant donc étre
valorisables et commercialisables en fonction dégigés démontrées.

Partie Il : Fractions provenant de macroalgues vers, reméde anti-age et anti-tache

Une étude réalisée sur le marché dermocosmétigumance un chiffre d'affaires de
I'ordre de 638 milliards d'euros pour l'industriesmétique (source Grand View Research.
2019). La forte croissance de ce marché et la déengrandissante des consommateurs pour
des produits éco-compatibles permet de cibler dpkcations, comme les activités anti-age et
anti-tache, rapidement commercialisables pourifé&rentes fractions provenantldiva rigida
et Ulva intestinalis Dans_la partie Il de ces travaux, le potentielvd®risation en dermo-
cosmetique des différentes fractions, en particelretermes d’activités anti-age et anti-tache,
a ete évalué.

* Etude de I'activité pro-collagéne et pro-acide hyalronique

Dans un premier temps, nous avons évalué I'actariteage des différentes fractions a
travers I'évaluation de la production de collagend’acide hyaluronique, par deux lignées de
fibroblastes dermiques humains normaux : CCD-1053$KCD-1090Sk. Les résultats ont éte
comparés a deux témoins positifs, I'acide hyalugoaipour I'activité pro-collagene et le TGF-
B pour l'activité pro-acide hyaluronique. Nous avgusdémontrer que pour les fractidba-

Ul, R-Ul, PROT1-Ul, P-Ul, EA-UR, R-UR, P-UR etPROT1-UR, la production de collagéne
et d’acide hyaluronique augmentait de manirge-réponse significative par rapport au témoin
négatif et était supérieure aux témoins positigsfractionR-Ul a particulierement montré une
forte activité pro-collagene avec312% pour la lignée 1059 et 470% pour la lignée 1090
ainsi qu’une forte activité pro-hyaluronigaeec + 579%pour la lignée 1059 et 569% pour

la lignée 1090. Ces résultats ont rendu cette ifnaciparticulierement intéressante
économiquement au vu de son degré d’avancemeneiauda procédé SEPROSYSPar
ailleurs, les fractions ont induit une diminutior diabilité cellulaire des deux lignées
fibroblastiques, détectée par test MTT, mais aucnoe cellulaire par nécrose, démontrée par
test LDH, laissant entendre que la diminution de i@abilité cellulaire observée est due a un
effet cytostatique lié a leur réorientation métaipod en faveur de la biosynthése de collagene
et/ou d’acide hyaluronique, et au détriment de riaissance cellulaire. Aucune altération
morphologique caractéristique des fibroblastes aridyété observée, I'éventualité d'un effet
pro-apoptotiqgue non nécrotique, indétectable vieeée LDH, est écartée. Il serait nécessaire
toutefois pour le prouver sans ambiguité de ré&alise analyse d’effet pro-apoptotique directe
mais ce test trés lourd n’a pu étre réalisé faateethps.

Afin de confirmer que les fractions protéiques étéia I'origine de I'activité observée,
les fractionsPROT1-Ul et PROT1-UR ont été hydrolysées par voie enzymatique. Les
fractions hydrolysée${-PROT1-Ul etH-PROT1-UR) provenant de I'’hydrolyse enzymatique
de PROT1-Ul et PROT1-UR ont été testées. Les hydrolys#tsPROT1-UR n’ont pas
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modifié I'effet sur la viabilité cellulairgpassant d&6% a 46% de viabilité cellulaire a 500
pg/ml, aprés 24 h de dépolymérisation. En ce quéeme la lignée cellulaire 109hydrolyse

de la fractiolPROT1-UR a provoqué une diminution de la viabilité cellutgrassant d&l1%

a 52% aprés 24 h. La fractioRROT1-Ul a 500 pg/mL a quant a elle réduit 42% la
prolifération de la lignée cellulaire 1059 et 4% la prolifération de la lignée 1090. L'effet
des fractionsH-PROT1-Ul (tzn, tan, ten €t ban) sur la prolifération des fibroblastes était
différente par rapport a celui ®&ROT1-UIl. La fractionH-PROT1-t24h @ augmenté la viabilité
de79% pour la lignée cellulaire 1059 8% pour la lignée cellulaire 1090.

L’hydrolyse enzymatique déROT1-Ul a provoqué une diminution nette de la
production de collagéne et de I'acide hyaluroniquecours de I'hydrolyse et cela, pour les
deux lignées cellulaires. Ces résultats ont pediaitester d’'une relation entre la diminution
du poids moléculaire des composés protéiques qokypeptidiques présents dans cette
fraction et la diminution des activités pro-collageet pro-hyaluronique de la fraction, laissant
supposer une éventuelle relation structure-fonctmmrevanche, la réponse cellulaire a différé
pour la fractionPROT1-UR et ses hydrolysatsl-PROT1-UR. En effet, si I'hydrolyse a
diminué de facon dose-réponse significative la petidn d’acide hyaluronique, elle a
provoqué une augmentation dose-dépendante de dlgiron de collagéne poula lignée
cellulaire 109Q passant de + 259%°ROT1-UR) a + 270 % d-PROT1-URt24nh) a 500 pg/mil.
La diminution de la viabilité fibroblastique a piexpliquer par une éventuelle réorientation
métabolique afin de produire une forte quantitécdbagene. L'hydrolyse protéique de la
fraction PROT1-UR a donc généré un composé pratéqupeptidiqgue possédant une activité

pro-collagéne.

Nous avons donc fait I'hypothése que la diminuti@s activités pro-collagene et pro-
acide hyaluronique pouvait étre corrélée avecdpatition de la population protéique a 23 kDa
et celle ayant un PM supérieur a 400 kDa pouretionPROT1-Ul. Et concernant la fraction
PROT1-UR, la réduction de l'activité pro-acide hyaluronigpeuvait étre corrélée avec la
disparition de la population protéique ayant un stérieur a 400 kDa et 'augmentation de
l'activité pro-collagene reliee a I'apparition el anaintien de la population protéique aux
alentours de 20 kDa.

* Etude de I'activité anti-tache

Dans un second temps, nous avons évalué le pdtantigdche des fractions issues
d’U. rigida et U. intestinaliscorrespondant a I'extrait aqueuA-UR / EA-Ul), au rétentat
(R-UR / R-Ul), au perméatR-UR / P-Ul), a la fraction proteiquPROT1-UR / PROT1-UI)
et a la fraction polysaccharidigueRA-UR / PSA-U)). Nous avons tout d’abord démontré que
les différentes fractions n'impactaient pas la Wigtbcellulaire desmélanocytes B16F0Les
différentes fractions ont induit une diminutionrsificative dose-dépendante de la biosynthese
de mélanine en présence de I'hormone mélanotr@pd3H). La fractionPSA-Ul a montré
une activité supérieure a celle du témoin podittide kojigue permettant de descendre en
dessous du niveau basal de mélanine intracellulllea induit une diminution d&l% a 500
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png/ml alors que I'acide kojique a permis une dintiou de51% a méme concentration. De
méme, concernant la fractioARROT1-UR, elle a induit une diminution dé7% de la
biosynthése de mélanine. Nous avons émis I'hypethas les polysaccharides sulfatés de type
ulvanes étaient susceptibles de porter I'activitéiant la biosynthése de mélanine cbibéma
intestinalis mais que I'activité était plutot portée par lestpines concernanitlva rigida.

Nous avons ensuite corrélé ces résultats aveet'eiés différentes fractions sur la
sécrétion de la mélanine dans le surnageant deflulaes fractions provenant de I'extraction
d’Ulva intestinaliset dUlva rigida ont induit une diminution significative, dose-dégdante,
et concordante avec celle obtenue lors du dosamacahulaire. A contrario du dosage
intracellulaire, la fractiofP-UR a impacté la sécrétion de mélanine avec une diloimde41
% a 500 pg/mlet a montré une activité différente des autredifras.

Ces résultats nous ont semblé particulierementeass@nts puisqu’ils ont permis de
valoriser les fractions issuedd’rigida etU. intestinalisen mettant en avant le double potentiel
dermocosmeétique (anti-age et anti-tdche) de cetidrs.

Une étude de marché a été réalisée par la sdeafam Marketing sur les actifs
disponibles sur le marché ciblant les mémes aéfivibnctionnelles que celles mises en
evidence lors de ces travaux. Il en ressort quefrastions ont une activitén vitro
systématiquement supérieure ou équivalente auxupgsodommercialisés aujourd’hui. Le
marché des cosmétiques a besoin d’un renouvellerdgulier des produits pour maintenir une
activité marketing forte des leaders du marché&dcété SEPROSYS a pu identifier prés d’'une
centaine d’actifs disponibles sur le marché frasgaii visent les mémes revendications anti-
age que les fractions issues du procédé SEPROI¢¥St-a-dire une ressource naturelle avec
une production maitrisée, un procédé d’extractioviogique répondant a des clients a la
recherche de produits éthiques et naturels. Aimsi pouvoir envisager une croissance pérenne
de I'entreprise, la production d’actif pour la cadique parait étre un relais prometteur pour la
société SEPROYS. Sur un marché francais ident#i@30 a 450 m€ et une part de marché de
0,2%, le chiffre d’affaire minimum serait de I'osdde 260 k€, soit pour un prix de vente moyen
du marché de 300 €/kg une production annuelle 6ek@8

Partie 11l : Etude du potentiel anti-inflammatoire de fractions issues dJlva sp. en vue
de développer un actif ciblant les troubles cogniig et anxio-dépressifs

Dans la partie Ill de ces travaux, nous avons é@kdpotentiel anti-inflammatoire des
fractionsP-UR etP-Ul, PROT2-UR etPROT2-UI ainsi quePSB-UR et PSB-UI. Pour cela,
nous avons utilisé une lignée a@crophages murins RAW 264.7

Ces fractions n'ont pas induit d’effets négatifsr da viabilité cellulaire des
macrophages. Au contraire, elles semblaient induite augmentation de la prolifération
cellulaire de 47%R-Ul), de 57% P-UR) a 10 ug/ml, de 50%°ROT2-Ul) et 18% PROT2-

UR) a 500 pg/ml, tout commeSB-Ul et PSB-UR avec une augmentation de 25% et de 53%
a 500 pg/ml.
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Le potentiel anti-inflammatoire a ensuite été égaén mesurant la production de
monoxyde d’azote par les mémes macrophages munmslés au LPSLes fractionsP-Ul,
PROT2-Ul et PSB-UI ont induit respectivement une diminution significa de la
concentration en NO de 71% a 100 pg/ml, de 71%0a8ml et de 51% a 500 pg/ml. Des
observations similaires ont été faites pour lestivas issues . rigida. P-UR, PROT2-UR
et PSB-UR ont, elles aussi, induit respectivement une ditmmu significative de la
concentration en NO de 67% a 10 pg/ml, de 23% .80 et de 60% a 500 pg/ml.

Afin d’appuyer ces résultats, nous avons réalise afelyses transcriptomiques. Les
niveaux d’expression de I'lL-6, du facteur TNE-de COX-2, de I'lFNB, I'lL-1 B, de I'INOS,
de I'lL-10 et du facteur TGFB ont été évalués. Les profils d’expression génétigptenus en
présence des fractio®SB-UR, PROT2-UR et P-Ul étaient similaires a celui des cellules
traitées au LPS, indiquant que ces fractions n’'ctgpant pas l'expression des genes
sélectionnés. En revanche, concernant la fradddoR, celle-ci a induit une diminution
significative de I'expression du géne codant poMQS passant d’'un fold change de 7 a 2.

Ces résultats sont particulierement intéressanisqplis ont été obtenus avec des
biomolécules non purifiées, et ont montré des @ésupérieures aux témoins positifs. Au vu
de ces résultats, les différentes fractions ontesti€es a I'échelli@ vivo dans le but d’évaluer
leur potentiel applicatif en tant que supplémeaotamutraceutique. Lors de ces testyivo
effectués au sein de I'équipe NutriNeuro de I'INB&Bordeaux, nous avons utilisé un modele
de souris diabétiques et présentant des troublde-dapressifs dus a la consommation d’'un
régime hypercalorique enrichi en gras (régime HFDJjchi ou non avec les fractioRsUR,
PROT2-UR et PSB-UR Le métabolisme énergétique (sensibilité a I'imulet tolérance au
glucose) et les comportements de type anxio-défgesdss animaux ont été évalués. Une
cohorte de souris a recu en supplémentatiofideson PROT2-UR (100 pug/ml) eP-UR (10
pg/ml). Elles ont été ajoutées en plus de la foad®SB-UR (200 pg/ml).

Les souris sous régime riche en graisse traitées lag fraction®SB-UR, PROT1-UR etP-

UR ont présenté une glycémie significativement phiblé que celles non traitées avec ces
fractions, passant d#0 mg/dla500 mg/dlau bout d&0 min. Nous en avons conclu que la

supplémentation améliore 'homéostasie glucidig@encernant les tests de cognition, la
supplémentation avait tendance a améliorer la nmé@mspatiale. Concernant les tests
d’évaluation du comportement dépressif, le régiitigeren graisse avait tendance a induire un
phénotype dépressif mais la supplémentation a gattaiténuer ce phénotype dépressif.

La supplémentation eRSB-UR PROT1-UR et P-UR a donc permis d’améliorer
significativement 'hnoméostasie glucidique des saltérée par un régime riche en graisse et
d’améliorer la cognition et le comportement pseddpressif des souris. La fracti®rUR a
démontré des propriétés anti-inflammatoires qui @t confirmées par la diminution de
I'expression génétique de 'INOS. De nombreusedexwont établi le lien entre l'inflammation
induite par les régimes riches en graisse et ere ®ides profils dépressifs. Nous avons donc
emis I'hypothése que la fractid®UR induisait une diminution de l'inflammation due au
régime high fat, atténuant au cours du temps I8l pseudo-dépressif des modeles murins.
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Perspectives envisagées

Ces travaux nous ont permis d’optimiser et d’adapgeprocédé SEPROSYSa
I'échelle semi-industrielle. Il serait intéressardr la suite, de développer le procédiécnelle
industrielle afin d’extraire a partir de 100 kg de biomassealalgen effet, I'outil de production
dans lequel la société souhaite investir pourrenptire de produire un actif a un rythme de 80
kg par semaine, soit un objectif de taux d’utiisatminimal de 10 semaines par an. En
parallele, la société Seprosys souhaite proposetire technologique unique de production
utilisable directement chez le producteur de laignatpremiére végétale. L'investissement
prévu dans l'outil de production est de 434 k€ bjautif & 5 ans est un chiffre d’affaire pour
cette activité de 300 a 500 k€, permettant unessamice de la société de I'ordre de 30%.

Ces travaux ont permis de mettre en évidedeax domaines de valorisation
potentiels et plus particulierement trois types d’activitpeur 'ensemble des fractions issues
du procédé d’extraction et de fractionnement SEPREIS partir des macroalgues vertésa
rigida et Ulva intestinalisprovenant respectivement de la ferme du Douhekitaid’Oléron
et de la société Algorythme sur I'lle de Ré.

Le premier domaine d’application éetdomaine dermocosmeétiqueDans un premier
temps, nous avons démontigEctivité anti-age de nos fractions avec la mise en évidence de
l'origine protéique de cette activité. Il seraitéressant de confirmer ces résultats a l'aide
d’analyses transcriptomiques, afin d’évaluer I'eegmion des genes intervenant dans la
production de collagene et d’acide hyaluroniquejsmeussi de mettre en évidence le
mécanisme d’action mis en jeu.

De plus, de légeres différences ont été mises antaoncernant les deux lignées
fibroblastiques. Les fractions pourraient, par eglnréguler des voies de biosynthése du
collagéne différentesLa régulation de la biosynthese du collagéne ést & des voies de
transduction impliqguant desascades de phosphorylations et déphosphorylationda voie
des protéines SMADs, la voie ERK (extracellulansigegulated kinase) et la voie p38MAPK
(mitogen-activated protein kinase). Lactivation des voies stimule la migration des
fibroblastes, ainsi que leur prolifération ou ldifférenciation (Jin edl. 2012; Lee et al. 2000;
Wang etal. 1999). Or il a été décrit qu'il existait des ditf@ces entre des lignée cellulaires
fibroblastiques provenant d’'une peau jeune et dhge dgée comme la capacité de migration,
la sécrétion de métalloprotéases matricielles (MEtR)attachement aux matrices (Reed et al.
2001). Il serait intéressant de déterminer a guietsaux les différentes fractions vont induire
une différence de réponse métabolique entre les ldmees cellulaires.

Les résultats obtenus sont donc aussi intéresdamt@oint de vue économigue puisque
les deux lignées cellulaires vont permettre deecibeux catégories de consommatrigesau
jeuneset peau matures En effet,la lignée fibroblastigue 1090Sk40 ans) permet de cibler
les personnes les plus susceptibles d'acheterrddeifs anti-age c’est-a-dire les femmes de
plus de 55 ans (Muise ak 2010). Par ailleurs, il a été démontré que lesacommateurs ayant
le plus haut pouvoir d'achat, concernant le madgsdproduits anti-age sont les femmes agées
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de 50 a 64 ans (Lewis ak 2011).La lignée fibroblastique 1059Sk(20 ans), permet, elle, de
cibler un marché en hausse, celui des femmes diinggaine d’année souhaitant prévenir
I'apparition des rides (Muise el. 2010).Une enquéte réalisée par CACI microlift a montré
gue I'age moyen auquel elles commencent a se saleiapparition des rides est de 24 ans
(Young. 2014).

Dans un second temps, nous avons déemdegr@ropriétés anti-tachede difféerentes
fractions issues tiva rigida et Ulva intestinalis Ces fractions se sont révélées capables de
moduler la production mais aussi la sécrétion demnge chez des mélanocytes. Il pourrait étre
envisagé d’évaluer le potentiel inhibiteur de laogmase intracellulaire des différentes
fractions et la encore, de vérifier par une analyremscriptomique l'expression et la
transcription des genes impliqués dans la mélaresgin

De plus, il semble indispensable fdemuler en produit fini les différentes fractions
afin de confirmer ces activités dermocosmeétiquiscaellein vivo, sur modéle de peau, ou a
l'aide d'un panel de volontaires afin d’envisager une potentielle commercialisatioes
extraits.

Le deuxiéme domaine d’application mis en éviderstéeedomaine de la nutraceutique
avec une actioanti-inflammatoire et visiblement des propriétés améliorant signiiieanent
I’lhoméostasie glucidique, la cognition et le comptement pseudo-dépressif des souri€es
résultats sont particulierement encourageants sdrd essentiel de les confirmer, au travers
d’'une nouvelle étude portant sur une autre cohtetsouris. Etant donné que les 3 fractions
retenues ont été associées dans ce travail, iEgalament nécessaire de déterminer quelle(s)
fraction(s) est ou sont a l'origine des activité-pognitives et antidépressives mises en
evidence, en association ou non.

Il serait aussi intéressant de confirmer les amalytsanscriptomiques a l'aide d'un
western blot afin de mettre précisément en luni@&genécanisme d’action sous-jacents (jeu de
phosphorylation des protéines). En effet, aprésudtition des macrophages, les protéines NF-
kB cytosoliques sont activées par phosphorylatiotrarisportées dans le noyau ou elles
induisent la transcription de genes pro-inflamnrawiincluant INOS et CXCL2, ainsi que les
genes codant pour les cytokines pro-inflammatoirPe. facon générale, la réponse
inflammatoire implique des voies de signalisationnaveau cellulaire et lors de I'activation
cellulaire, les substrats intracellulaires sonugesphosphorylés induisant la transcription et la
synthese de divers médiateurs pro- ou anti-inflatoires (Carreno. 1999).
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Titre :

Valorisation des fractions issues d'un procédé striel éco-compatible de raffinage de
macroalgues marines

Résumé :

L'entreprise SEPROSYS est une société spécialisds de développement de solutions
d’extraction, de séparation et de purification ddéuules d’intéréts. Au cours de I'année 2011,
I'entreprise a développé un procédé innovant etcécopatible de séparation et de purification
fractionnée de biomolécules issues de macroalgaeis@s dont I'objectif est de valoriser une
biomasse locale, via un procédé de fractionnementfaisant pas intervenir de solvant ou
d’acide. Ces travaux de thése ont pour objectdeditifier des applications potentiellement
commercialisables pour les différentes fractionsnEroalgues marines extraites selon le
procédé développé par la société SEPROSYS, etreéautiar, dans deux domaines distincts :
en dermocosmeétique pour leur activité anti-agenéittache, et en nutraceutique pour leur
activité anti-inflammatoire. La premiere partie des travaux concerne I'amélioration du
procéde, la caractérisation des fractions prot&iqai@si que la production de fractions
peptidiques et oligosaccharidiques provenablid rigida et Ulva intestinalis La deuxieme
partie est consacrée a I'évaluation du potentehticage » et du potentiel « anti-tdche » des
différentes fractions provenantWlva rigida et Ulva intestinalis Dans ce but, I'impact des
différentes fractions sur la biosynthese de cohlaget d’acide hyaluronique de lignées
fibroblastiques, puis par la suite I'effet des fraes sur la productiom vitro de mélanine par
des mélanocytes murins ont été étudié. De plubjdaif de ce travail consiste également a
mieux comprendre la relation structure-fonctiorn'detivité anti-age des fractions protéiques.
La troisieme partie s’integre au sein d’'un projehommeé Neuronalg, dont I'objectif est le
développement d’actifs nutritionnels algo-souradilant I'inflammation et les mécanismes
d’altérations du comportement émotionnel liés awouliles métaboliques. Pour cela, les
activités anti-inflammatoires des fractions prodsisur des macrophages murins a travers la
guantification de monoxyde d’azote produit, assweié niveau transcription de protéines cibles
comme iINOS (NO synthase inductible) et de cytokjmes et anti-inflammatoires.

Mots-clés :

Ulva intestinalis Ulva rigida, Extraction et purification, polysaccharides sida protéines,
hydrolyse enzymatique, collagéne, acide Hyaluramidilbroblastes, mélanocytes, mélanine,
anti-inflammatoire, macrophages.
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Title:

Valorisation of fractions from eco-compatible inthied process from marine macroalgal
refining

Abstract:

SEPROSYS company is specialized in the developméntrocesses for the extraction,
separation, and purification of molecules of inseérdn 2011, the company developed an
innovative and eco-compatible process for the sejar and fractional purification of
biomolecules from marine macroalgae. The aim o$ tiiesis is to identify potentially
applications for the different fractions extractesing the process developed by SEPROSYS,
and in particular, in two distinct fields: in deroasmetic for anti-aging and anti-stain activity,
and in nutraceutical for anti-inflammatory activifyhe first part concerns the improvement of
the process, the characterization of protein foastias well as the production of peptide and
oligosaccharide fractions frohilva rigida andUIva intestinalis The second part is devoted to
the evaluation of the "anti-aging” and "anti-stgaotential of the different fractions frobiiva
rigida andUlva intestinalis Thus, the impact of our fractions on the biosgsth of collagen
and hyaluronic acid from fibroblast lines were s¢sdas well as the effect of the fractions on
the in vitro production of melanin by murine melaptes. In addition, the aim of this work is
also to better understand the structure-functitatiomship of the anti-aging activity of protein
fractions. The third part concerns a project caldduronalg, whose objective is the
development of algo-sourced nutritional activesgdting inflammation and mechanisms of
alterations in emotional behaviour linked to metabdisorders. This will be achieved through
the anti-inflammatory activities of fractions on us® macrophages through the quantification
of nitric oxide produced, associated with the tcaipgion level of target proteins such as INOS
(inducible NO synthase) and pro- and anti-inflamomatytokines.

Keywords:

Ulva intestinalis Ulva rigida, Extraction and purification, Proteins, Enzyme itojgsis,
Collagen, Hyaluronic acid, Fibroblasts, MelanocyteMelanin, Anti-inflammatory,
Macrophages.
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