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Méthodologie d’extraction et de criblage

Les champignons habitant les lichens : 
un réservoir caché de nouveaux médicaments anticancéreux

H. Makhloufi, M. Millot, A. Pinon, L. Gibot-Leclerc,  G. Chemin, L. Mambu
Laboratoire LABCiS, UR 22722, Institut OmegaHealth, Université de Limoges, France

Les champignons lichénisés résultent de l’association symbiotique entre une algue ou une cyanobactérie et un champignon formant un thalle lichénique1. Ce thalle

comme les autres organismes vivants, est colonisé par un ensemble de microorganismes se développant sur ou à l’intérieur du lichen de manière asymptomatique.

Ainsi, le laboratoire LABCiS a développé une expertise sur l’isolement et la culture de ces champignons ouvrant l’accès à une ressource naturelle nouvelle et très

peu étudiée par la communauté scientifique. A partir de lichens épiphytes communs en région Nouvelle-Aquitaine, une souchothèque fongique regroupant des

espèces communes et d’autres plus originales a été constituée. Les extraits obtenus à partir de ces champignons sont ensuite testés sur la lignée cancéreuse

colorectale humaine HT-292.

Références :
1 Kellogg et al. , Phytochem Rev, 2017, (16), 271-293 ; 2 Lagarde et al., Microbiol. Res., 2018 (211) 1-12 ; 3 Meca G et al., Food and Chem Toxicol, 2011 (49) 2464-2469 ;
4 Watjen et al. , Mol Nutr Food Res, 2009, (53) 431-440 ; 5 Fira´kova et al. , Pharmazie, 2007, (62) 563–568.
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Extraits actifs

La méthode OSMAC (One Strain Many Compounds) permet de diversifier les profils métaboliques des souches fongiques cultivées. Ce screening a permis de

mettre en évidence l’activité sur la lignée HT-29 de 12 extraits issus de 6 souches. A partir de l’extrait PA25GS, l'enniatine B1, un cyclohexadepsipeptide connu

pour ses propriétés cytotoxiques3,4,5, a été isolée. L'activité antiproliférative des fractions de l'extrait PA08GS M a été évaluée et leur implication dans l’induction

d’un processus apoptotique a été démontrée. De plus, l'analyse LC-MS/MS a permis d'identifier très peu de molécules connues à partir de bases de données. Ce

travail montre que les champignons endolichéniques constituent une source exploitable de nouvelles molécules antiprolifératives.

Le profilage métabolique réalisé par LC-MS/MS des fractions actives de

l’extrait PA08GS M révèle la présence de peu de composés connus.
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Sélection

Culture à grande échelle

Etude de l’activité apoptotique de PA08

L’activité antiproliférative de l’extrait PA08S et sa fraction PA08GS M a été

évaluée sur les cellules HT-29. L’activation de la caspase-3 et le clivage de la

poly-(ADP-ribose) polymérase (PARP) (Fig. 4), ainsi que l’augmentation du taux

de fragmentation de l’ADN (Fig. 5) confirment l’induction de l’apoptose par ces

extraits.

Profilage métabolique par LC-MS/MS

L'activité antiproliférative de 96 extraits fongiques provenant de 32 souches

de champignons endolichéniques a été testée sur les cellules HT-29 (Fig. 1).

Les CI50 des extraits présentant une inhibition de la prolifération ≥ 70% ont été

déterminées par test MTT (Fig. 2).
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Figure 1 : Heatmap montrant le pourcentage
d’inhibition sur les cellules HT-29 traitées à 50 µg/mL.

Figure 2 : CI50 des extraits à faible échelle sur les cellules HT-29 à
48h post-traitements.

Screening in vitro sur la lignée HT-29
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Détermination 

Structurale

RMN (1D, 2D)
Spectrométrie de masse

Formule brute [M+H]+ m/z Cosine

C7H13NO5 144,0696 0,72

C11H18N2O2 211,145 0,73

C14H10O2 211,0809 0,72

C10H12O5 213,0794 0,72

C14H16N2O2 245,1213 0,84

Figure 4 : Expression protéique de marqueurs apoptotiques
(Western Blot).

Figure 5 : Quantification de la fragmentation d’ADN après
traitement avec l’extrait PA08 (test ELISA).
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Après fractionnement et purification de l'extrait de PA25GS, l’enniatine B1 a

été isolée et caractérisée par RMN. D’autres enniatines ont été identifiées par

LC-MS/MS.
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Figure 3 : Quantification de la fragmentation d’ADN après
traitement avec l’extrait PA25 (test ELISA).


