N

N

Conception et optimisation d’oligosaccharides de
lambda-carraghénanes et de fucoidanes a visée
anti-cancéreuse

Chanez Manseur

» To cite this version:

Chanez Manseur. Conception et optimisation d’oligosaccharides de lambda-carraghénanes et de fu-
coidanes a visée anti-cancéreuse. Chimie analytique. La Rochelle Université, 2024. Francais. NNT':
. tel-04836856

HAL Id: tel-04836856
https://hal.science/tel-04836856v1
Submitted on 13 Dec 2024

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.

Ol

Open licence - etalab


https://hal.science/tel-04836856v1
http://www.etalab.gouv.fr/pages/licence-ouverte-open-licence-5899923.html
http://www.etalab.gouv.fr/pages/licence-ouverte-open-licence-5899923.html
https://hal.archives-ouvertes.fr

La Rochelle LA ROCHELLE UNIVERSITE

Universite

ECOLE DOCTORALE
EUCLIDE
Laboratoire Littoral Environnement et Sociétés (LIENSs) CNRS UMR 7266 -ULR

Equipe Biotechnologies et Chimie des Bioressources pour la Santé (BCBS)

THESE
Soutenue par :

Chanez MANSEUR
Le 17/05/2024

Pour I’obtention du grade de Docteur de 1’Université de La Rochelle

Discipline : Chimie des substances naturelles

Conception et optimisation d'oligosaccharides de lambda-

carraghénanes et de fucoidanes a visée anti-cancereuse

JURY :
Mr Guillaume PIERRE MCU HDR, CNRS, UMR 6602, Université Clermont
Auvergne — Rapporteur de thése
Mme Mirjam CZJEK DR, CNRS, UMR 8227, Sorbonne Université- Station
Biologique de Roscoff — Rapporteure de thése
Mme Nathalie FAUMONT PR-U, équipe CRIBL, CNRS, UMR 7276 INSERM 1262

Université de Limoges — Examinatrice
Mme Gabrielle POTOCKI-VERONESE DR, UMR 5504, INRAE 792, Université de Toulouse —

Examinatrice, Présidente du Jury

Mr Jean-Marie PIOT Pr. emérite, CNRS, UMR 7266, LIENSs, La Rochelle
Université — Examinateur

Mme Ingrid ARNAUDIN Pr. CNRS, UMR 7266, LIENSs, La Rochelle Université —
Co-directrice de thése

Mr Thierry MAUGARD Pr. CNRS, UMR 7266, LIENSs, La Rochelle Université —
Co-directeur de these

Mr Hugo GROULT CR, CNRS, UMR 7266, LIENSs, La Rochelle Université

— Encadrant scientifique de these






« La pendéucnance, ¢'edt ce gui nend {'impossible possible,
le po0sille probable et le probable centain ».
obert Fall






Remerciements

Ce projet de these a été réalisé grace au financement du comité départemental de
Charente-Maritime de La ligue Contre le Cancer présidé par le Pr. Jean-Marie Piot. J’exprime
ma profonde reconnaissance a I’ensemble des donateurs pour leur bienveillance, générosite, et

confiance.

Je tiens a remercier I’ensemble des membres du jury pour I'intérét qu’ils ont porté a

mon travail en acceptant de 1’évaluer.

Ces travaux de thése ont été réalisés au sein de I’équipe Biotechnologie et Chimie des
Bioressources pour la Santé (BCBS) du laboratoire LIENSs UMR 7266 CNRS-ULR dirigé par

Mme Valerie Ballu, que je remercie pour m’avoir accueillie dans cette structure.

Je tiens a remercier mes directeurs de thése, le Pr Ingrid Arnaudin Fruitier et le Pr
Thierry Maugard, pour leur confiance, leurs précieux conseils, leurs soutiens, et de m’avoir
accordé le temps qu’il me fallait pour la concrétisation de ce projet. Je les remercie également
d’avoir veillé a la disponibilité de toutes les ressources nécessaires pour la réalisation des

travaux.

A toi Hugo, le meilleur des encadrants. Ces lignes ne suffiront jamais pour t’exprimer
ma reconnaissance, car je pense qu’il faudrait tout un livre, mais je vais quand méme tenter.
Merci pour ta disponibilité, ton accompagnement, ta bienveillance, ton soutien, ta gentillesse,
et pour tout ce que tu as apporté, tout au long de ces années de thése. Merci d’avoir été 1a dans
les hauts et les bas. Tes conseils ont toujours été précieux et m’ont permis d’évoluer a la fois
scientifiqguement et personnellement. Ce fut un plaisir de travailler avec toi, toujours dans la

bonne humeur, et j’espére avoir plein d’autres opportunités.

Un grand merci a Rachida et a Oussama. Vous avez tout le temps été la pour moi durant
ma thése, et j’en suis tellement reconnaissante. J’ai énormément apprécié travailler avec toi
Rachida, et surtout faire des tests héparanase qui parfois tournaient au zgougou, mais grace a
toi, tout allait bien. Merci a vous deux pour vos relectures et corrections, et surtout pour votre

génerosité. Merci également a Salima et a Youssef que j’adore tellement.




Jennifer, je tiens a te dire merci pour ta présence, ton aide, ta compagnie, et ton
encouragement. Tu as été tout le temps disponible pour répondre a mes questionnements. Je te
remercie également pour toutes les relectures et corrections. J’ai été trés ravie de travailler avec

toi. J’ai gagné a la fois une bonne collegue de travail et une tres bonne amie.

Je remercie énormement Pierre Edouard, Nicolas Bridiau, Valerie Thiéry, Kévin,

Carine, et Florian, d’avoir consacré du temps pour répondre a mes questions.

Je remercie également les deux stagiaires Samir et Raphaélle d’avoir contribué a

I’avancement de ce projet de these.

Rémi, merci a toi de m’avoir trés bien accueillie @ mon arrivée, et d’avoir toujours pris

de mes nouvelles.

Julien et Béatrice, merci a vous pour le bon délire, le soutien, et tous les bons conseils.

Camille Caminou, j’ai apprécié toutes les petites discussions pendant tes passages a mon

bureau. J’espére que lorsque tu liras ¢a, Kiko aura déja ouvert !!!

Manon, merci a toi pour toutes les bonnes idées que tu proposais durant les réunions de

la Nanoteam, qui ont beaucoup fait avancer.

Un énorme merci pour mon collégue Michel, pour sa bienveillance, son soutien, et tous

les échanges enrichissants partagés.

Merci a mes collégues, Benjamin, Clément, Maelenn, Rachel, Julia, Maeva, Leila, Luiz,

Alma, Jonathan, Haya, Marie, et Maria, pour leurs soutiens.

Je tiens également a remercier Isabelle, Sophie, Stéphanie, Laurent, et Jean-René, pour

leurs encouragements.




J’adresse mes remerciements a Valérie Sopena et a Thierry Nicolas, pour leurs soutiens,

bonne humeur, et leur aide en salle TP.

Je remercie vivement le personnel administratif du laboratoire LIENSs et de I’école
doctorale, Laetitia Frappier, Johan Guiard, et Isabelle Hirsch, d’avoir toujours facilité toutes les

tdches administratives.

Mes cheres amies Kahina et Samia, merci pour tous les bons moments que nous avons

partagés en Belgique, et pour tout le soutien que vous m’avez apporté.

Mon cher ami Laudhey, merci pour ta présence tout au long de mes années d’étude. Ta

positivité contagieuse m’a beaucoup aidée.

Ma chére Kenza, ma merveilleuse amie, merci pour tous les fous rires qui ne se sont

jamais arrétés depuis le college.

Amal, ma chére amie, je ne pourrai jamais te remercier assez pour ton énorme soutien

et ta bienveillance.

Hanane, ma chére amie, nous avons commencé notre aventure en France ensemble en
restant toujours soudées. Ton amitié m’a beaucoup apportée, et je te remercie infiniment d’avoir

toujours cru en moi.

Mina, a toi ma meilleure amie, avec qui je partage les délires les plus fous. Merci pour
le soutien que tu m’apportes quotidiennement, méme si c’est trés compliqué d’avoir une

conversation sérieuse. Merci pour cette merveilleuse amitie.

Enfin, je termine ces remerciements par ma chere famille. Mama et Papa que j’aime le
plus au monde, ma sceur Melissa ma moitié, mon petit Prince Samy, Thanina, et tous mes chers
fréres. Merci d’avoir cru en moi, et merci pour votre amour. Cette thése est aussi la votre ! Je
n’ai pu mener ce parcours et 1’aboutir que grace a votre confiance et votre soutien indéfectible.

Un grand merci également & mes chers oncles et tantes de m’avoir soutenue depuis le départ.







Publications et communications scientifiques
PUBLICATIONS DE RANG A

e ACCEPTEES

[1] Manseur, C.; Groult, H.; Porta, M., Bodet, P.-E.; Mersni-Achour, R.; Petit, R.; Ali-Moussa,
S.; Musnier, B.; Le Cerf, D.; Varacavoudin, T.; Haddad, O.; Sutton, A.; Leal, C. E. Y.; Alencar-
Filho, E. B.; Piot, J.-M.; Bridiau, N.; Maugard, T.; and Fruitier-Arnaudin, 1. A Screening
Approach to Assess the Impact of Various Commercial Sources of Crude Marine A-
Carrageenan on the Production of Oligosaccharides with Anti-heparanase and Anti-migratory
Activities. Mar. Drugs 2023, 21, 295.

[2] Saliba, J.; Manseur, C.; Groult, H.; Akil, H.; Tannoury, M.; Troutaud, D.; Maugard, T.;
Feuillard, J.; Arnaudin, I.; and Jayat-Vignoles, C. Anti-Proliferative and Pro-Apoptotic vLMW
Fucoidan Formulas Decrease PD-L1 Surface Expression in EBV Latency Il and DLBCL
Tumoral B-Cells by Decreasing Actin Network, Mar Drugs 2023, 21,132.

[3] Cousin, R.; Groult, H.; Manseur, C.; Ferru-Clément, R.; Gani, M.; Havret, R.; Toucheteau,
C.; Prunier, G.; Colin, B.; Morel, F.; Piot, J.-M.; Lanneluc, 1.; Baranger, K.; Maugard, T.; and
Fruitier-Arnaudin, 1. A Marine A-Oligocarrageenan Inhibits Migratory and Invasive Ability of
MDA-MB-231 Human Breast Cancer Cells through Actions on Heparanase Metabolism and
MMP-14/MMP-2 Axis. Mar. Drugs 2021, 19, 546.

e EN REDACTION

[1] Manseur, C.; Saliba, J.; Mersni-Achour, R.; Colin, B.; Musnier, B.; Ali-Moussa, S.; Bodet,
P-E.; Bridiau, N.; Le Cerf, D.; Varacavoudin, T.; Piot, JM.; Maugard, T.; Groult, H*,
Arnaudin, I*. Structure-function insights on fucoidan oligosaccharides production with anti-

heparanase and anti-migratory activities (journal non défini).




COMMUNICATIONS SCIENTIFIQUES (Nom souligné : présenté par)

e ORALES en congreés internationaux (5) et nationaux (2)

[1] Porta Zapata, M.; Carregal-Romero, S.; Daviaud, C.; Martinez-Parra, L.; Ferrer, D.; Urkola-
Arsuaga, A.; Manseur, C.; Piot, J.-M.; Fruitier-Arnaudin, I.; Ruiz-Cabello, J.; Groult, H.

Application of A-Carrageenan oligosaccharides as innovative sugar-based biofunctional coating
for theranostic ferrite nanoparticles. ICONAN 2024, Barcelona, Spain, 15-17 janvier 2024.

[2] Porta, M.; Carregal-Romero, S.; Daviaud, C.; Martinez-Parra, L.; Castejon-Ferrer, D.;
Urkola-Arsuaga, A.; Manseur, C.; Piot, J.-M.; Fruitier-Arnaudin, 1.; Ruiz-Cabello, J.; Groult,

H. Bioactive A-Carrageenan oligosaccharides coated ferrite nanoparticles as potential
anticancer nanodrugs. 20emes journées du Cancerop6le Grand Ouest, Arcachon, France,
22-24 novembre 2023.

[3] Daviaud, C.; Havret, R.; Manseur, C.; Porta, M.; Musnier, B.; Cousin, R.; Main, H.; Groult,
H.; Maugard, T.; Morel, F.; Arnaudin, I.; Baranger, K. An original oligosaccharide with anti-

inflammatory activities. Proteocure’s Annual meeting, Zagreb, Croatie, 12-15 Juin 2023.

[4] Daviaud, C.; Havret, R.; Manseur, C.; Porta, M.; Musnier, B.; Cousin, R.; Main, H.; Groult,
H.; Maugard, T.; Morel, F.; Arnaudin, I.; Baranger, K. An original oligosaccharide as inhibitor

of heparanase 1 activity and anti-inflammatory activities. Webinaire Franco-Brazilian
Network on Natural Products FB2NP, La Rochelle, France, 11-12 juillet 2022.

[5] Saliba J.; Manseur, C.; Gressein C.; Groult, H.; Akil H.; Tannoury M.; Troutaud D.;

Feuillard J.; Arnaudin 1.; Jayat-Vignoles C. Role of fucoidans in the restoration of the anti-

tumor T-cell response inhibited by EBV latency 111 B cells via the PD-L1 immune checkpoint.
20th International EBV symposium, Sienne, Italie, 3-6 juillet 2022.

[6] Manseur, C.; Cousin, R.; Daviaud,C.; Baranger, K.; Plissonier, D.; Groult, H.; Maugard,

T.; Arnaudin, [|. Conception et optimisation d’oligosaccharides marins sulfatés
pharmacomodulateurs de la progression tumorale. Colloque des doctorants de 2eme année a

la Rochelle Université, La Rochelle, France, 5 mai 2022.




[7] Manseur, C.; Groult, H.; Cousin, R.; Saliba, J.; Vignoles, C.; Colin, B.; Piot, J.; Maugard,

T.; Arnaudin, |. Preparation of bioactive A-carrageenan and Fucoidan oligosaccharides

containing anti-tumor activities. 7e congrés international EPNOE (European
Polysaccharide Network Excellence), Nantes, France, 11-15 Octobre 2021.

e AFFICHES en congrés internationaux (3) et nationaux (3)

[1] Saliba, J.; Manseur, C.; Porta, M.; Feuillard, J.; Jayat-Vignoles, C.; Maugard, T.; Groult,

H.; Arnaudin, I. Marine fucoidan oligosaccharides as promising multi-tasking formulations in
cancer therapy. 20 éme journée du Cancerop6le Grand Sud-Ouest, Arcachon, France, 22-
24 Novembre 2023.

[2] Daviaud, C.; Havret, R.; Manseur, C.; Porta, M.; Musnier, B.; Cousin, R.; Main, H.; Groult,

H.; Maugard, T.; Morel, F.; Arnaudin, I.; Baranger, K. An original oligosaccharide with anti-

inflammatory activities. Proteocure’s Annual meeting, Zagreb, Croatie, 12-15 Juin 2023.

[3] Porta, M.; Carrega-Romero, S.; Daviaud, C.; Martinez-Parra,L.; Urkola-Arsuaga,A.;
Manseur, C.; Piot, J-M.; Fruitier-Arnaudin, I.; Ruiz-Cabello, J.; Groult, H. Bioactive A-

carrageenan oligosaccharides coated Mn-doped iron oxide nanoparticles as potential anticancer
nanodrugs. European Molecular Imaging Meeting, Salzburg, Autriche, 14-17 mars 2023.

[4] Daviaud, C.; Manseur, C.; Porta, M.; Musnier, B.; Cousin, R.; Main, H. Groult, H.;
Maugard, T.; Morel, F.; Fruitier-Arnaudin, 1.; Baranger, K. An original oligosaccharide as

inhibitor of heparanase 1 activity and anti-inflammatory activities. Congres annuel de la
SFBBM, Paris, 4-5 juillet 2022.

[5] Saliba, J.; Manseur, C.; Groult, H.; Akil, H.; Tannoury, M.; Troutaud, D.; Feuillard, J.;
Arnaudin, I; Jayat-Vignoles, C. The EBV latency Ill tumoral B cell model allow to point

fucoidans as a potential adjuvant of anti-PD-L1 immunotherapy. Immune Responses in
Cancer and Infection (IRCI), Lyon, France, 15-17 Juin 2022.




[6] Manseur, C.; Cousin, R.; Daviaud,C.; Baranger, K.; Plissonier, D.; Groult, H.; Maugard,

T.; Arnaudin, |. Conception et optimisation d’oligosaccharides marins sulfatés
pharmacomodulateurs de la progression tumorale. Colloque des doctorants de 2eme année a

la Rochelle université, La Rochelle, France, 5 Mai 2022.

Formations validées par I’école doctorale

e Spectrométrie de masse haute résolution
e Microscopie électronique a balayage

e Integrité scientifique

e Propriété intellectuelle

e Recherche bibliographique

e Anglais orale et écrit

Enseignements

e Travaux dirigés en biochimie structurale : 15 heures (premiere année de licence)
e Travaux pratiques en techniques électrophorétiques : 38 heures (deuxiéme année de

licence)




Table des matieres

LiSte des abréVIAtIONS..........coeiiiie e 2
LiSTE dES TIQUIES ..ot 4
LiSte deS taDICAUX .......oiveeieiieiece e 6
LiSte dES BQUALIONS.......cueeieieieieeiie ettt e et e s e saeaneenreens 8
LISEE S ANMNEXES ...veevviieieiieiie sttt sttt be et re e sbe b nnes 10
INtroduction gENEIale...........coove i 12
Partie 1 : Etude bibliographiqUe............ccevevivviiiceeceseeeesee e 26
1.  Généralités sur les polysaccharides d’origine algale....................ccoconiniiiiiic 28

2.  Les polysaccharides natifs d’origine algale de ’étude .................cocoeiiniinininincies 32
2.1. Les carragh@nanes (CARS) ......coiiciieieieiie ettt sttt sttt b ettt sb et nb s 32

2.2. LS TUCOTUANES .......cveeeeiete ettt bbbt b e bbbttt 36

2.3. Les méthodes d’extraction et de purification des CARs et des fucoidanes ...........ccceeereerenrennnns 39

2.4. Les facteurs impactant la diversité structurale des CARs et des fucoidanes...........cccoceevvveinrennane. 44

2.5. Les méthodes d’obtention des A-COS €1 deS F-OS......ccciiiiiiiiiiciccee e 51

2.6. Les méthodes de purification des A-COS €t deS F-OS........cooeiiiieieiienieiseneese e, 64

3.  Les A-COs et F-Os thérapeutigques en oncologie (hors cible HPSE)..........cccccoveiiviiiciennn, 68
3.1. ACtiVités anti-cancereuses des A-COS.......ooiiiiiiiiiieciee ettt ns 68

3.2, ACLIVItES anti-CANCETEUSES UES F-OS.....c.viiiiiiiiiieiirisieeie et 75

4. L’inhibition de ’héparanase (HPSE), un phénotype d’intérét a cibler........................... 81
4.1. GENEralités SUr PHPSE........coiiiiiii ettt st st sate e s ste e e nbe e s teeenaeeenes 81

4.2. Le mode d’action de I"hEparanase..........c.cocveriiiriiieieniniesie st 82

4.3. Le role de I’héparanase dans la progression tumorale...........ccocvvvverieiiniinienc e 83

4.4, Les inhibiteurs de I’héparanase d’origine algale ............ccoovvoiiiiiinii e 86
Problématiques et objectifs de la theése..........ccccevvieiicciccc e, 98
Partie 2 : Matériels et MEthodes...........cccooeeiiiieiiee e 102
1.  Les polysaccharides d’origine algale de la thése : A-CARs et fucoidane.............c.cccc...... 103

2.  Méthodologie de production des A-COS et deS F-OS .........ccccviiiriiiininiisne e 103

3. Caractérisations SLFUCTUFAIES ..........cooviiriiiiiiiee e 104
3.1. Détermination des poids moléculaires par HPSEC-MALS et par HPSEC-DRI .........c.ccccovvneeen. 104




3.2. Détermination du degré de sulfatation (DS) par ICP-MS et par un test 4 ’Azure A .................. 107

3.3. Dosage des sucres réduCteUrs Par WST -1 .....cccvcieieieiiieseseeieesee e ste e se e e see e snesne e eneas 107
3.4. ANAIYSES PAI FT=IR ..ottt st et e s e e ne e e et e eesnenreane e 108
3.5. ANALYSES PAr UPLC-MS ... .ottt st ne e e e tesnenreene e 108
3.6. ANAIYSES PAI RIMIN ...k b bbbt r 110

4. Evaluation des activités DIOIOGIQUES ..........couiiiiiiiiiiie s 110
4.1. Mesure de ’activité anti-coagulante par COAgQUIOMELTIE.............coeririerrieienree e 110
4.2. Mesure de I’inhibition de I’activité de I’HPSE par un test enzymatique basé sur le FRET ........ 111
4.3. Evaluation des actiVites anti-CaNCEIBUSES. ........coururueiririeirieiee sttt 112

5. ANAIYSES STALISTIQUES......eciiitiiie ettt et e be e e sbeste e besreeneenre e 116
6. RESUME GraphiQUE......couciiiiiiiiiieie ettt et 117
Partie 3 : Résultats et diSCUSSIONS ........cccoiveiiiieiieie e 118

Chapitre 1 : Conception et optimisation d’oligosaccharides de A-carraghénanes a visée anti-

CANCEIBUSE ...ttt b bbbttt 120
Lo INEFOQUCTION ... s 121
2. RESUILALS B AISCUSSIONS ......cviieiiieiiii e 122
2.1. Estimation des grandeurs caractéristiques de base et caractérisation structurale des A-CARS natifs
122
2.2. Dépolymérisation des A-CARs natifs pour la production de A-COS........cccceovrereivieneiesienieenen, 123
2.3. Etude de I’inhibition de 'HPSE par 1es A-COS ......cccoiiiiiiiiiiiiieiieeee e 125
2.4. Caractérisation structurale par UHPLC-MS et RMN des A-COs sélectionnés............ccccoeveeenne. 127
2.5. Activité anti-migratoire des A-COs sur les cellules d’hépatocarcinome de la lignée Huh7......... 130

Chapitre 2 : Conception et optimisation d’oligosaccharides de fucoidanes a visée anti-

CANCEIRUSE ...ttt e e e e e et e e e et e e e et e e e et e e e et e e s e eeeeeeeaneeee s e neeeeseen e eeeaaneeeeeeaneeeeeanneeeeaaeeeeeannns 133

Section 1- Oligosaccharides de fucoidanes inhibiteurs de ’activité enzymatique de

I’héparanase et de 1a migration..................ocoo i 133
O 1o | o Yo 11 o3 ([0 o [P TR U TR RSO RORRRRR PO 134
2. RESUIALS BT ISCUSSIONS .. .eeeeveeeeee et setee st e ettt e et e st e st e st e s ab et e s e e e s e e sereesareeerresenreeesens 135

2.1. Dépolymérisation du fucoidane natif et détermination des caractéristiques moléculaires de base

ABS F-O8 PIOUUITS. ...ttt ettt bbbt b st b st b st b bt b e b et e bt st e bt st e ene st 135
2.2. Caractérisation structurale par UPLC-MS.........ccooi it 139
2.3. Caractérisation structurale Par FT-TR ..ot 146
2.4. Criblage des activités biologiquES IN VITFO .......ccveiveiiiiiice e 149

2.5. Criblage des activités biologiques in CEITUIO .........c.ccoviiiiiiiiic e 154




Section 2- Oligosaccharides de fucoidanes régulateurs de I’expression du point de contrdle

=] I OO TR RURRRTORRRRRTRTRRN 160
O o | oY 10 Tox 1 (o] o [N TP 161
2. RESUILALS BT AISCUSSIONS ....eeeeeeeeee ettt ettt e et e e e et e e e et e e e et e e ee e e e e e e e e eaeeeeeaenns 162

2.1. Conception et caractérisation structurale des formulations de fucoidane de trés bas poids

MOIECUIAITE (EBPIMI-F) ...ttt bbbttt ettt e 162
2.2. Inhibition de la prolifération et induction de I’apoptose dans les cellules B tumorales .............. 162
2.3. Effets sur PD-L1 a travers la descruction du réseau d’actine ..........cooevvvererenenerisienenesenieennen, 163
2.4, Structure-fonction et comparaison des rESUIALS..........cccccvvviieeiecieie s 164
Partie 4 : Conclusions générales et perspectives .........ccccccevvevevivereseesnnnnns 166
ANNEXES. ..ot 178

Références bibliographigqUES .........cccoveiv e 184







Liste des abréviations

ADN : acide désoxyribonucléique
APTT : temps de céphaline activee
ARN : acide ribonucléique
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BPF : bonnes pratiques de fabrication
BPL : bonnes pratiques de laboratoire
CARs: carraghénanes

CAZy: carbohydrate active enzymes
DO : densité optique

EBV : virus d’Epstein Barr

CR : carraghénanes raffinés
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CTC : cellules tumorales circulantes
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DS: degreé de sulfatation

EGF: epidermal growth factor

FDA: Food and Drug Administration
FGF: fibroblast growth factor

F-Os: oligosaccharides de fucoidanes
FRET : transfert d’énergie par résonance
de fluorescence

FT-IR: analyses par spectroscopie
infrarouge a transformee de Fourrier
GAG: glycosaminoglycanes

GH: glycoside hydrolase

GclA: acide glucuronique

GIcN: glucosamine

HCI : acide chlorhydrique

HMWEF: high molecular weight fucoidan
HS: héparanes sulfates

HSBP: HS binding proteins

HSPG : HS protéoglycanes

HPLC : Chromatographie Liquide Haute
Performance

HPM : haut poids moléculaire

HPSE: héparanase
HPSEC-DRI: chromatographie
d’exclusion stérique haute pression avec un
détecteur d’indice de réformulation
HPSEC-MALS: chromatographie
d’exclusion stérique haute pression avec
diffusion de lumiere multi angles

IdoA : acide iduronique

IFN-y: interféron gamma

IUPAC: International Union of Pure and
Applied Chemistry

KCI: chlorure de potassium

LMWEF: low molecular weight fucoidan
MEC: matrice extracellulaire

MET: microenvironnement tumoral

MIA : matiére insoluble en acide
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Le cancer est I’'une des maladies les plus graves a laquelle la recherche médicale reste
confrontée. Il reste I'une des principales causes de déces dans le monde, avec plus de 9,6
millions de morts en 2018 [1]. Les traitements actuels tels que les chimiothérapies agissent a
travers 1’arrét du cycle cellulaire afin de limiter la prolifération des cellules cancéreuses.
Malheureusement, en plus d’un manque de spécificités avec ces traitements, la dose délivrée
effective dans les tissus tumoraux est minime, ce qui engendre des effets secondaires toxiques
et un développement de résistance pouvant conduire a la récidive de la maladie et au décés du
patient [2,3]. Puisqu’il est admis que l'angiogenese tumorale et la formation de métastases
apparaissent comme les deux processus les plus difficiles a corriger [4,5], il est donc
indispensable de poursuivre les efforts dans la conception, I'identification et I'évaluation de
nouveaux agents anticancereux. Par conséquent, la recherche de nouvelles sources de
molécules anti-cancéreuses plus spécifiques, entrant dans des stratégies efficaces pour
contrer la toxicité de la chimiothérapie et de la radiothérapie, devient une urgence de

santé publique.

Durant ces dernicres années, 1’écosystéme marin, par son exceptionnelle biodiversité,
attire considérablement 1’attention dans cette recherche de nouvelles molécules a usage
anticancéreux. Dans cet écosystéeme, les macroalgues marines sont considérées comme une des
sources non-animales les plus riches en molécules bioactives [6]. De plus, nous observons a
I’échelle nationale comme a 1’échelle européenne un dynamisme remarquable engage par les
politiques publiques pour libérer le potentiel des algues en Europe (« Towards a Strong and
sustainable EU Algae Sector »). Cela devrait contribuer a la réalisation des objectifs de
nombreux programmes européens (par exemple : « Global Seaweed Coalition » et « European
Algae Biomass Association »), pour qu’a I’horizon 2030, les algues en Europe ne soient plus
considérées comme une filiere de niche mais comme une filiere pourvoyeuse de produits

innovants a mettre sur le marche, dans la gamme la plus large possible d'applications.

Quand on s’intéresse au domaine des substances algales bioactives, les
polysaccharides (PS) sont comptés parmi celles les plus étudiées dans ce cadre [6-8]. En
effet, ils sont connus pour leurs multiples bioactivités, et contrairement a ceux d’origine
animale, ils ne sont pas confrontés a des problémes éthiques et offrent une disponibilité en large
abondance [6]. Les PS sont des bio-polymeéres complexes riches en groupements fonctionnels

(amines, éthers, sulfates, carboxyles, carbonyles, hydroxyles) [9,10]. Dans I’homéostasie de
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I’algue, ils lui conferent notamment des propriétés structurelles et fonctionnelles
indispensables. Par exemple, en tant que molécules réserves d’énergie, ou de supports

d'interface pour de nombreuses interactions moléculaires et cellulaires [6,11].

Du fait de leurs propriétés physicochimiques et biologiques, les PS d’origine algale sont
avant tout utilisés par les industries de 1’agroalimentaire (comme agents texturants,
compléments alimentaires, etc) [12], de la dermocosmétique [13,14] , ou encore dans le
traitement des effluents industriels [9,15]. Ils occupent également une petite partie de I’industrie
biomédicale, a travers leurs utilisations comme excipients dans les formulations de
médicaments et de vaccins (pour améliorer leurs efficacités) [9,15,16], dans les dispositifs
médicaux ou encore dans les formulations de cicatrisation et de régénération tissulaire [17,18].
La recherche pharmaceutique quant a elle, s’intéresse au large spectre de leurs bioactivités
(anti-oxydantes, immunomodulatrices, anti-coagulantes, anti-tumorales, etc) [6,8,18-21]. Dans
le domaine de la cancérologie, ils sont particulierement étudiés par rapport a de nouveaux
modes d’action anti-tumoraux (capacité a cibler ou a moduler des métabolismes procancéreux
au sein du microenvironnement tumoral (MET)), et a des actions anti-tumorales plus classiques
(induction de Dl’apoptose, arrét du cycle cellulaire, suppression de 1’angiogenése et des
métastases) mais qui semblent cibler spécifiqguement les cellules cancéreuses par rapport aux

chimiothérapies actuelles, et cela sans une forte toxicité sur les cellules normales [8,20,22-24].

Dans ce cadre de la recherche pharmaceutique, bien qu’ils soient dotés de nombreux
avantages biologiques, I’application des PS en tant que principes actifs pharmaceutiques a
part entiere est freinée par des obstacles majeurs. En raison de leur haut poids moléculaire
(PM), de leur hétérogénéité et complexité structurale, les PS en général, et ceux d’origine algale
en particulier, se caractérisent par une faible solubilité, une haute viscosité et une faible
biodisponibilité, limitant ainsi leurs applications medicales [25]. S’ajoute a cela, la multiplicité
de bioactivités souvent présente pour un méme type de PS et qui peut étre vue comme une
« épée a double tranchant » [6,8,18-20]. D’un c6té, cela ouvre la perspective de développement
de nouvelles armes « poly-pharmacologiques », mais d’un autre, cela rend les comportements
in vivo des PS aléatoires et difficiles a contréler. En particulier, certaines de ces bioactivités
sont associées a des proprietés défavorables pour les patients atteints de cancer. Par exemple,

des effets pro-inflammatoires aigués ou anticoagulants (avec un risque d’hémorragies internes)
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décrits pour certains PS, pourraient dégrader considérablement 1’état physiologique déja

fragilisé d’un patient atteint par un cancer [26,27].

Pour lever ces contraintes associées aux PS natifs et afin de poursuivre la dynamique de
valorisation de ces substances algales bioactives jusqu’a des stades pré-cliniques ou
cliniques, I'utilisation d’oligosaccharides (OS), leurs dérivés de bas poids moléculaire (BPM),
apparait comme une des solutions les plus prometteuses a ce jour [28]. Ces OS présentent une
meilleure solubilité et biodisponibilité, ainsi qu’une meilleure spécificité d’action thérapeutique
comparée aux nombreuses activités biologiques parfois divergentes rencontrées chez leurs PS
natifs d’origine [28,29].

Il n’y a que peu d’OS naturellement produits de fagon endogéne par les ressources
naturelles qui ont été identifiés, a part les xylo-OS et les fructo-OS retrouvés dans les fruits et
Iégumes [30]. Par conséquent, la voie principale pour la conception de ces OS reste d’une part,
les approches dites « top-down » de dépolymeérisation des PS natifs d’origine, par des méthodes
physicochimiques et enzymatiques [30-32], et d’autre part, les approches dites « bottom-up ».
Ces derniéres consistent en la synthése totale par des méthodes de chimie de synthése
(organique ou enzymatique) et biotechnologiques, qui connaissent un bon essor ces derniéres
années [31]. Néanmoins, celles-ci restent toutefois plus compliquées et moins utilisées en raison
de la complexité structurale des sucres d’origine algale, qui requiere des voies de syntheses
multi-étapes et peu éco-compatibles. Plus généralement, ces méthodes « bottom-up » souffrent

d’une faible reproductibilité et de faibles rendements [31,33].

Malgré de nombreux résultats prometteurs obtenus a 1I’échelle in vitro ou en pré-clinique
sur des modeles animaux depuis plus d’une vingtaine d’années [28,34,35], a ce jour
malheureusement, seuls les oligosaccharides de fucoidanes (F-Os) ont atteint le stage clinique

comme adjuvants aux traitement chimiothérapeutiques [36].
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De nombreuses actions de recherches restent en effet encore a réaliser afin de convertir

les OS d’origine algale en formulations thérapeutiques de grade clinigue. Celles-ci doivent

notamment permettre de relever quatre défis principaux :

Défi 1- Standardisation de la matiére premiére, choix et controle et de la

méthode de dépolymérisation : la limitation de I’hétérogénéité

Comme mentionné précédemment, 1’obtention des OS se fait généralement a partir de
PS d’algues prélevées directement du milieu naturel. Dans ces conditions, ces PS présentent
une hétérogénéité dans leurs structures et une variabilité qui se répercutent sur les OS produits.
Cette hétérogénéité des PS natifs est bien décrite dans la littérature comme associée aux
conditions environnementales de développement de 1’algue, de son espéce, de son cycle de
reproduction, mais également des méthodes d’extraction et de la primo-purification des PS

réalisées par les industriels [37].

Il est également important de noter que si beaucoup de PS sont disponibles
commercialement et produits a des tonnages suffisants par 1’industrie, cette production est
adaptée selon des méthodes d’extraction et de primo-raffinage répondant aux criteres de qualité
demandés par le secteur agroalimentaire ou cosmétique, et qui sont bien moindres que ceux
requis par la clinique [38,39]. Les produits commerciaux sont donc en fait souvent des mélanges
de PS, eux-mémes polydisperses, et parfois contenant de nombreux additifs. Si une bonne partie
des études académiques s’affranchit de ce probleme en partant de ses propres lots de PS purifiés
obtenus en petite quantité en laboratoire a partir de 1’algue péchée, de nombreux articles
continuent d’utiliser des produits commerciaux et taisent cet aspect [40—43]. Il est de toute
facon impératif de montrer la faisabilité de production a grande échelle qui répond aux criteres
de bonnes pratiques de fabrication (BPF) et de bonnes pratiques de laboratoires (BPL) pour
I’usage médical, comme I’ont initié de récentes études [44,45]. Dans ce sens, les approches de
biosyntheses ou d’algoculture dans des conditions contrlées sont encourageantes [46]. Les
techniques d’extraction et de primo-raffinage industriels pour une amélioration éventuelle et
pour un changement de pratiques, sont également une piste de recherche prometteuse pour

garantir une production, avec un bon rendement maitrisé, destinée a des applications cliniques

[8].
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Enfin, en aval, dans ce défi, il est important de maitriser les éventuelles hétérogéneités
supplémentaires retrouvées dans les OS du fait de la méthode de dépolymérisation utilisée.

Pour toutes les raisons explicitées ci-dessus, dans ces travaux de thése, I’appellation «
formulations d’OS » nous semble plus convenable a utiliser, pour bien éclairer la communauté

sur le fait qu’il s’agisse d’une distribution plus ou moins homogene d’espéces.

Défi 2- Criblage et identification de nouveaux OS thérapeutiques

Il est en paralléle nécessaire de poursuivre a 1’échelle laboratoire et préclinique les
travaux d’identification de nouveaux candidats OS d’avenir thérapeutique d’origine algale.
Ceux-ci reposent sur des stratégies classiques de criblage de bibliotheques de sucres issus de la
dépolymérisation d’un PS natif extrait de 1’algue ou commercial [47,48]. En fonction du type
de dépolymérisation utilisé et des parameétres réactionnels appliqués (temps, concentration des
réactifs, température, etc), les dérivés OS présentent différentes caractéristiques, spécifiées
notamment par des paramétres moléculaires « basiques » tels que la taille ou le degré de
sulfatation (DS), et par des structures moléculaires décrites (composition monosaccharidique,
site de coupure des liaisons glycosidiques, affectation ou non des fonctions de substitutions,
ouverture de cycle, etc) [48-51].

Des modifications chimiques contrélées pré ou post-dépolymérisation peuvent
également étre effectuées pour modifier de maniére ajustée les dérivés OS [52-55]. La sélection
des candidats les plus prometteurs se fait ensuite en évaluant leurs activités sur les cibles
d’intéréts, souvent au travers de tests biologiques in vitro [8,48,56]. Ces approches permettent
de produire des études de structure-fonction utiles a I’identification des conditions optimales
de dépolymérisation, favorisant 1’obtention des architectures moléculaires les plus a méme de
réguler efficacement une cible thérapeutique [48,51]. Ce champ de recherche reste encore
immense et demande a étre poursuivi de maniere plus standardisée. Notamment, il convient d’y
intégrer certaines spécificités liées au type de biomolécules qui définissent les OS par rapport
aux autres familles de molécules. En particulier, il faut discriminer les effets qui relévent d’une
interaction spécifique entre une sequence saccharidique précise identifiée au sein de 1’0OS avec
une cible (exemple : la séquence pentasaccharidique de 1’héparine qui interagit avec des acides
aminées spécifiques de I’AT-III), des effets d’une interaction faible ou non spécifique issue

d’encombrement stérique favorisé notamment par les groupements sulfates (exemple : effets
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d’encombrement stérique des longues chaines d’héparines sur le facteur Xa) [57]. Les deux
effets restant d’intéréts et valorisables. 1l est donc crucial de comparer les approches de criblage
entre différentes familles de PS afin de bien déterminer le caractére « sucre-dependant »

et « séquence-spécifique » des effets observés.

Défi 3- Compréhension des mécanismes d’action biologique des OS

thérapeutiques identifiés

Pour un contexte pathologique d'intérét, il est important d’approfondir rapidement la
compréhension des mécanismes d’action biologique des candidats OS identifiés et de pousser
plus en avant les études d’évaluation des effets in vitro, en utilisant notamment des modeéles
cellulaires plus élaborés. Il est aussi important de mener des évaluations in vivo plus
systématiques, associées a des études des propriétés pharmacocinétiques et toxicologiques des
candidats, effectuées plus en amont des recherches. En effet, bien que garantissant un meilleur
contrdle que leurs PS parents, la multiplicité des modes d’actions biologiques reste une des
caractéristiques de ces OS [28]. Il n’est pas rare qu’un candidat optimal pour une cible et,
identifié par des approches de tests moléculaires, ne produise pas I’effet escompté lorsqu’il est
ensuite testé in cellulo et in vivo, du fait d’autres interactions préférentielles en milieu complexe
[8,58]. Encore plus courant, si I’effet est bien présent dans ces modéles avancés, I’examen des
mécanismes biologiques sous-jacents peut révéler d’autres modes d’actions que celui médié par
la cible préalablement visée dans les tests moléculaires (in vitro) [58]. De plus, intégrer des

études qui examinent si les effets sont « sucres-dépendants » ou non apparait tres intéressant.

Dans ce contexte, mettre en évidence les caractéristiques « poly-pharmacologiques »
d’un candidat OS, permettrait d’une part de mieux comprendre les effets thérapeutiques
synergiques au sein d’un contexte pathologique donné, et d’une autre part, de mieux cibler

I’environnement pathologique dans lequel il serait le plus efficace.

Défi 4- Purification des formulations d’OS

Il est de notoriété que les rigueurs législatives actuelles ne laisseraient plus passer en
marché les OS thérapeutiques phares et les plus connus gque sont les héparines anticoagulantes

de BPM [59]. En ce sens, bien que répondre au défi 1- Standardisation aménera une
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amélioration certaine en terme de réduction d’hétérogénéité des OS produits, il nous semble
donc indispensable de poursuivre les recherches ayant trait aux techniques de post-purification
des formulations d’OS pour finaliser une production qui répond aux BPF et BPL de la clinique
en termes de qualité, de standardisation ou de reproductibilité. De plus, cela facilitera
grandement les études structures-fonctions et de compréhension des mécanismes biologiques.
En effet, les effets observés seront attribuables a une espece homogene et non a une formulation
d’especes, certes proches mais avec des traits distincts, complexifiant 1’interprétation des
résultats d’efficacité. Dans ce contexte, les récentes avancées technologiques transposables a
plus grande échelle dans le domaine de la chimie séparative (chromatographie liquide haute
performance (HPLC) gel filtration, HPLC échangeuses d’ions, électrophorése capillaire, etc)
représentent une option importante pour relever ce dernier défi [28].

Bien que rares, les exemples d’essais cliniques effectués avec des OS dérivés de PS
d’origine algale développés récemment, témoignent bien des possibilités de translation a la

clinique pour ces recherches [36].

C’est précisément dans Ce contexte que s’inscrivent mes travaux de thése, dont les

objectifs principaux étaient de concevoir des OS anticancéreux en abordant plusieurs

aspects liés a ces quatre défis. L’intérét principal était le développement d’inhibiteurs

d’une cible thérapeutique d’avenir en oncologie, & savoir une protéine enzymatique clé

dans le remodelage de la matrice extracellulaire (MEC) tumorale : ’héparanase (HPSE).

Ces travaux ont été réalisés au sein de 1’équipe « Biotechnologies et Chimie des
Bioressources pour la Santé » (BCBS) de I’unité mixte La Rochelle université-CNRS 7266
Littoral Environnement et Sociétés (LIENSs). Cette équipe a pour thématique principale la
valorisation de substances naturelles d’origine marine pour un bénéfice santé. Un de ces axes
de recherche, « substances naturelles bioactives pour le traitement des cancers », se focalise
notamment sur I’étude du potentiel d’OS d’origine algale a réguler une cible enzymatique
particulierement importante dans les mécanismes liés a la progression de la pathologie
tumorale : HPSE. Cette glycosidase est sécrétée au niveau de la MEC par la composante
cellulaire du MET. Elle est, chez les mammifeéres, aujourd’hui la seule enzyme connue capable
de cliver les chaines d’héparanes sulfates (HS) des protéoglycanes (HSPG) constituant la MEC
[60,61]. L’HPSE intervient dans des processus physiologiques (développement et remodelage
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tissulaire) [62], mais en revanche, elle est particulierement surexprimée dans de nombreux
cancers (colon, foie, pancréas, thyroide, col de l'utérus, vessie, prostate, sein et estomac)
[63,64]. Son action hydrolytique sur les HS induit d’une part un remodelage de la MEC qui va
notamment faciliter 1’invasion des cellules cancéreuses dans les tissus sains, €t a terme
I’apparition des métastases. D’autre part, la libération de médiateurs chimiques (par exemple :
facteurs de croissances et cytokines), séquestrés dans les HS va déclencher de nombreux
processus pro-tumoraux tels que 1’angiogenése, la croissance des cellules cancereuses, la
transition épithélio-mésenchymateuse (TEM), ou encore I’inactivation de la réponse
immunitaire [65]. A noter que de nombreux réles non-enzymatiques favorisant la progression
tumorale ont également été attribués a I’HPSE. Pour toutes ces raisons, elle représente une
cible thérapeutique d’intérét majeur dans le cadre de la recherche de nouveaux

traitements en cancérologie.

Parmi les familles d’inhibiteurs de I’activité enzymatique de I’'HPSE déja décrites, celle
des PS sulfatés est trés attractive car ce sont des analogues structuraux plus ou moins proches
des HS, le substrat naturel de I’HPSE. Néanmoins, comme mentionné précédemment, ces PS
souffrent de nombreuses limitations : manque d’innocuité, une réponse pharmacodynamique
difficile a contrdler due a la présence concomitante de bioactivités adverses, etc. C’est pourquoi
la recherche s’est rapidement tournée vers la conception de leurs dérivés OS. C’est par exemple
le cas de I’héparine, un PS sulfaté d’origine animale, considéré dans la littérature comme
I’inhibiteur de référence de I’HPSE. L'héparine native possede des propriétés anticoagulantes,
qui sont d’ailleurs a I’origine de sa commercialisation, mais qui peuvent poser d'importants

problémes d’hémorragie interne dans le cadre de son utilisation en oncologie.

Dans le cadre du développement de molécules ciblant une activité anti-HPSE, plusieurs
groupes de recherches dont 1’équipe BCBS ont donc proposé des dérivées de BPM non
anticoagulants doublés ou non de modifications chimiques. Par exemple, un dérivé semi-
synthétique de BPM de I’héparine, produit par le groupe pharmaceutique Shenzhen Hepalink
basé en Chine, sous le nom de Roneparstat® (=SST0001), a fait ’objet de développements
cliniques (phase 1, clinical trials : NCT01764880). Il a été proposé comme traitement contre la
progression tumorale de myélomes multiples, a travers I’inhibition de I’HPSE [63]. Néanmoins,
malgré son efficacité et sa non toxicité [63], pour I’instant, les investigations en phase II n’ont

pas été poursuivies faute d’un réel bénéfice-sur-risque augmente. De plus, en raison de son
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origine animale (porcine, bovine, ovine), la production de 1’héparine est trés compliquée aussi
bien d’un point de vue économique que d’un point de vue écologique, avec en plus de faibles
rendements (une dose = un animal entier) associés a une purification fastidieuse. Le manque de
pureté des lots a déja été sujet a de grandes polémiques dans le passé. D’ailleurs, depuis les
années 90, ’extraction de I’héparine bovine et ovine a été fortement limitée, en raison de
développement de maladies a prions “Creutzfeldt-Jakob” [66]. Egalement, fin 2007 et début
2008, la contamination de plusieurs lots d’héparine par de la chondroitine sur-sulfatée, a

entrainé la mort de plusieurs patients [67,68].

Par conséquent, en alternative, les efforts de recherches se sont concentrés sur le
développement d’OS inhibiteurs d’HPSE issus d’autres PS d’origine naturelle dont ceux
d’origine algale. C’est précisément dans cette dynamique que 1I’équipe BCBS a alors réalisé un
criblage préliminaire d’OS issus de plusieurs PS sulfatés naturels (dextran sulfate, chondroitine
sulfate, fucoidane et carraghénanes (CARs) de types kappa (k-), iota (1-) et lambda (A-) sur la
base d’un test phénotypique in vitro d’inhibition de I’HPSE [69] (These de Nicolas Poupard,
2014-2017). Celui-ci a permis de mettre en avant qu’un OS dérivé des CARs de type lambda
(A-CO) était particulierement prometteur. Cette thése est venue confirmer la littérature
existante, qui montre que les A-COs sont bien ceux qui présentent le plus d’intérét quand on

recherche des sucres algaux régulateurs de ’'HPSE [63].

Les macromolécules de A-CARs sont produites par les algues rouges. Sous leur forme
native, ils présentent des propriétés physicochimiques (faible solubilité, haute viscosité et faible
biodisponibilité) et des bioactivités défavorables (pro-inflammatoires, anti-coagulantes) qui
justifient un criblage de leurs dérivés OS [70,71]. Dans ses travaux antérieurs, I’équipe a réalisé
une étude structure/fonction pour identifier des candidats A-COs obtenus par dépolymérisation
chimique au peroxyde d’hydrogéne (H202) présentant la balance la plus optimale entre leurs
capacités d’inhibition de I’HPSE (test in vitro) et la perte de leurs activités anticoagulantes et
pro-inflammatoires [48]. A travers ces travaux, plusieurs formulations de A-COs se sont
démarquées, et leur potentiel thérapeutique a été confirmé sur des modeles cellulaires (tests in
cellulo) évaluant d’une part I’angiogenése faite par des cellules microendothéliales (HsSKMEC),
et d’autre part la migration de cellules modeles (MDA-MB-231) du cancer du sein triple négatif
(TNBC), deux processus décrits dans la littérature comme étant en partie médiés par I’activité

enzymatique d’HPSE [48,58,72]. Fort de ses résultats, une autre thése de 1I’équipe s’est ensuite
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consacrée a mieux comprendre les mecanismes biologiques sous-jacents a ces effets exercés
par ces A-COs, notamment les effets régulateurs de la migration et de 1I’invasion mesurés a partir
des cellules MDA-MB-231 [73] (These Rémi Cousin, 2017-2021). De premiers faisceaux
d’indices révélaient que les effets observés in cellulo n’étaient que particllement dus a
I’inhibition de D’activité enzymatique HPSE, et que d’autres mécanismes étaient a I’ceuvre,
notamment au travers de D’interaction avec des facteurs de croissance, de la régulation de
I’expression génique et protéique de I’HPSE, ou de la modification d’activités de certaines
métalloprotéases (formant 1’axe MMP-14/MMP-2). Ces derniers resultats viennent
parfaitement illustrer les points clés énoncés dans le défi 3- Compréhension des mécanismes

exposés ci-dessus.

A ce stade de I’avancée des recherches de I’équipe, mes travaux de doctorat

visaient 2 poursuivre la maturation des formulations de ces AL-COs en vue d’applications

cliniques en cancérologie et, plus généralement, a soutenir le développement d’OS

thérapeutiques inhibiteurs de PHPSE. Tout du long de ces travaux, les quatre défis liés

au développement d’OS thérapeutiques ont guidé mes réflexions dans la planification de

mes expériences de laboratoire.

Ainsi, dans ces travaux doctoraux, financés par le comité départemental de Charente-
Maritime de la Ligue Contre le Cancer, deux volets de recherche ont été définis puis déclinés

sous la forme de deux chapitres dans la partie résultats et discussions de ce manuscrit :

Chapitre 1

Le chapitre 1 a principalement traité les difficultés liées a la matiere premiere
commerciale polysaccharidique de A-CARs, telles que I’hétérogénéité structurale et le
mélange d’espéces dans les produits commercialisés, provenant a la fois de la variabilité
environnementale et des pratiques d’extraction industrielles (défi 1- Standardisation). Dans ce
cadre, I’objectif principal du chapitre 1 était d’étudier comment cette matiére premiére
pouvait impacter le développement de A-COs thérapeutiques anti-HPSE en comparant
des formulations issues de plusieurs produits commerciaux de A.-CAR. A cette occasion,
les travaux ont également permis d’approfondir des études structures-fonctions des capacités
d’autres types de CARs pour I’inhibition de I’HPSE (défi 2- Criblage), mais aussi d’examiner

si les resultats du crible in vitro sur la cible HPSE suffisaient pour valider I’efficacité biologique
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des candidats sur des modéles cellulaires plus avanceés, et de vérifier si les effets sont « contexte
pathologique dépendants » en les comparant a des travaux précedents réalisés sur un autre
modele cellulaire (défi 3- Compréhension).

Chapitre 2

Ce deuxiéme chapitre se place au cceur du défi 2- Criblage pour le développement d’OS
transposables a la clinique : poursuivre les approches de criblage d’OS algaux contre notre cible
d’intérét, ’HPSE. L’objectif principal était d’explorer les capacités anti-HPSE d’OS dérivés
d’un PS marin d’une autre origine algale, le fucoidane commercial issu de I’algue brune
Fucus vesiculosus (F-Os). A cette occasion, nous avons également étudié I’impact de
I’ajustement des paramétres réactionnels d’une méthode de dépolymérisation radicalaire lors
d’études structures-fonctions plus poussées (défis 1- Standardisation et 2- Criblage). La
comparaison des résultats obtenus avec ceux portant sur les A-COs a également permis de mieux
discuter les effets d’inhibitions observés (spécifiques et/ou d’encombrement stérique faible,
« sucre-dépendant », etc). Enfin, dans ce deuxiéme chapitre, plusieurs travaux autour du défi 3-
Compréhension ont été conduits. D’une part, des tests évaluant la capacité des F-Os a contrer
la viabilité et la migration des cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-231 ont été effectues,
permettant d’examiner & nouveau la pertinence du crible in vitro de I’activité anti-HPSE.
D’autre part, afin de positionner au mieux ces F-Os et d’aborder des aspects liés a la « poly-
pharmacologie » des formulations dans un contexte pathologique différent, nous avons
¢galement évalué d’autres types de bioactivités (cytotoxicité et modulation du point de contrdle
immunitaire du programmed death ligand-1 (PD-L1)) dans un modele différent de cancer, le

lymphome B, un cancer liquide.

Il faut noter que le dernier défi 4- Purification sur la post-purification des formulations
d’OS pour permettre d’atteindre les grades de qualité clinique sera discuté de maniére plus
génerale et au regard des résultats exposes dans ce manuscrit dans la partie conclusions et

perspectives.
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C’est dans ce contexte général et selon ces objectifs que ce travail de thése s’inscrit. Ils

se déclineront dans ce manuscrit sous la forme de trois grandes parties :

Une partie 1 qui présentera une synthese bibliographique centrée sur les deux grands
types de PS d’origine algale du travail doctoral a savoir les CARs et les fucoidanes.
Cette synthese détaillera leurs origines, structures chimiques, nomenclatures et
classifications, méthodes d’extractions, et les facteurs impactant leurs diversités
structurales. Puis les méthodes de préparation des OS dérivant de leurs polymeres, ainsi
que leurs méthodes de purification seront présentées. Cela sera complété avec une
synthese des études décrivant les activités anti-tumorales des OS algaux dérivés de A-
CARs et des fucoidanes (hors cible HPSE). L’HPSE étant 1’enzyme cible de notre
projet, des rappels sur son mode d’action, ses fonctions biologiques dans le cancer, et
sa possible inhibition par les OS d’origine algale, dont les A-COs et F-Os, seront
détaillés. Enfin, au regard de la bibliographie, les problématiques et objectifs abordés
pendant la thése, ainsi que les approches utilisées pour y répondre, seront présentés.

Une partie 2 portera sur les matériels et méthodes utilisés et/ou développés, qui ont

permis la préparation, la caractérisation et I’étude des bioactivités des PS/OS d'intérét.

Une partie 3 présentera les résultats obtenus. Le premier chapitre sera exposeé sous la
forme d’un article publié, accompagné de discussions des faits marquants, traitant
principalement I’impact de la composition de la matiere premicre sur la conception de
formulations de A-COs anti-HPSE et leurs activités régulatrices de la migration des
cellules d’hépathocarcinome humain Huh7. Le second chapitre sera décomposeé en deux
sections : une premiére traitera principalement du criblage des activités anti-HPSE des
formulations de F-Os et de leurs activités régulatrices de la migration de cellules
cancéreuses mammaires humaines MDA-MB-231. La seconde illustrera les résultats
publiés issus d’une collaboration académique, accompagnée d’un résumé des faits
marquants sur I’effet anti-cancéreux de formulations F-Os de tres bas poids moléculaire
(tBPM-F) dans le cadre de lymphomes B.

Enfin, une conclusion générale viendra reprendre 1’ensemble des résultats et ouvrira

vers les principales perspectives envisagées pour la poursuite de ce projet de recherche.
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1. Generalités sur les polysaccharides d’origine algale

Les macroalgues marines sont des organismes eucaryotes photosynthétiques appartenant a
des lignées phylogenétiques différentes. Tout comme les plantes supérieures (Streptophyta), les
algues rouges (Rhodophyta) et les algues vertes (Chlorophyta), font partie de la lignée des

plantes, contrairement aux algues brunes (Phaeophyta), qui elles, appartiennent a la lignée des

hétérokontes (Figure 1).
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Figure 1. Position des macro-algues et des plantes supérieures dans 1’arbre phylogénétique des

eucaryotes [74].

Ces macroalgues marines partagent la particularité avec les plantes supérieures, de
contenir une paroi autour de leurs membranes plasmiques [75]. En revanche, les algues marines
se distinguent par leur abondance en PS sulfatés, dont la biosynthése est fortement liée a une
adaptation a un milieu riche en sulfates [75]. Par exemple, dans le milieu marin, la concentration

en sulfates est assez élevée, a savoir, de 28 mM, tant dis qu’elle varie de 0,09 a 1,40 mM dans
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I’eau douce et dans 1’eau interstitielle des sols [75]. Il faut noter que ces PS sulfatés ne sont pas
complétement absents chez les plantes terrestres. En effet, il est possible de les retrouver dans
les graines de Pimpinella anisum (connue sous le nom d’anis), ou encore dans les tiges de laitue.
Néanmoins, le DS est compris entre 0,83-13,29% du poids sec, en étant beaucoup plus faible

par rapport a celui des algues marines, qui peut aller jusqu’a 42% [76].

A
De réserve
Mannane Cellulose
Polysaccharidesalgaux ———— Squelettiques
- Xylane

Carraghénanes
. Porphyranes
— Matriciels Agar

Alginates

Squelette cristallin: Matrice amorphe: Protéines
*  Cellulose * Carraghénanes
*  Mannane *  Porphyranes

Xylane *  Agar

Figure 2. Classification des polysaccharides et leur organisation au sein de 1’algue. (A)
Principaux polysaccharides rencontrés dans la paroi des macro-algues [6]. (B) Représentation
schématique de la paroi des algues rouges [77].
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Comme toutes les cellules végétales, les cellules algales contiennent une paroi dite
biphasique caractérisée par sa semi-rigidité [6,11]. Elle est constituée d’une part d’une phase
cristalline composée principalement de cellulose formant le squelette, qui peut étre également
constituée de xylane et de mannane chez les algues rouges et vertes (Figure 2 A-B) [11]. D’une
autre part, d’une phase dite amorphe composée de PS sulfatés ou non, formant ainsi une matrice
(Figure 2 B) [11]. Par exemple les CARs, Agars et Porphyranes, sont des PS retrouvés dans la
phase amorphe de la paroi des algues rouges (Figure 2 A-B) [11]. En revanche, chez les algues
brunes, elle est composée d’alginates et de fucoidanes (Figure 2 A) [11]. Cette phase amorphe

chez les algues vertes quant a elles, est constituée d’ulvanes (Figure 2 A) [11].

L’ensemble de ces biomacromolécules procure des propriétés importantes a la paroi
cellulaire des algues, que ce soit d’un point de vue structurel ou fonctionnel. En effet, elles
permettent d’assurer une résistance mécanique a travers sa rigidité et sa flexibilité, des échanges
avec ’environnement marin, etc [6,11] . L’hydratation est assurée grace a la présence des PS
sulfatés a travers leur caractére polyanionique [78]. Egalement, au sein de 1’algue, les PS sont
impliqués dans de nombreux processus biologiques vitaux tels que 1’adhésion cellulaire, la

reproduction et la morphogenése [11,79].

Par ailleurs, les algues contiennent également des PS de réserve (amidon, laminarine,
etc) stockes au niveau de leurs plastes, permettant de maintenir le métabolisme de base (Figure
2 A)[6,11].

Dans notre étude, les PS sulfatés d’origine algale sont notre centre d’intérét. Ils ont attiré
’attention a plusieurs échelles. Ils ont notamment suscité beaucoup d'intérét en tant qu'additifs
fonctionnels dans le domaine pharmaceutique et biomédical [9,15,16], mais aussi dans les
industries alimentaire [12] et cosmétique [13,14]. Au cours de la derniére décennie, les études
sur le potentiel pharmacologique prometteur des PS sulfatés d’origine algale se sont multipliees.
Cela a donné lieu a différentes applications pharmacologiques qui ont été testées in vitro, ex
vivo et in vivo dans des modeles animaux avec des résultats prometteurs [23,80]. Ces PS sont
dotés de nombreuses activités biologiques incluant des activités anti-oxydantes, anti-virales,
anti-bactériennes, anti-cancéreuses, etc (Figure 3 A) [6,8,18-21]. Leur potentiel anti-cancéreux
a fait ’objet de nombreuses études a travers leurs implications dans des processus anti-

tumoraux, incluant des effets anti-métastatiques, anti-angiogéniques ou encore 1’induction de
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I’apoptose et I’arrét du cycle cellulaire (Figure 3 B) [23]. En cancérologie, comme indiqué dans
I’Introduction générale, les PS sulfatés se démarquent notamment gréce a leur double pouvoir:
anti-prolifératif en partageant des mécanismes communs aux chimiothérapies (arrét du cycle
cellulaire et apoptose) mais en étant plus spécifiques, et de maniére plus intéressante, une
capacité a réguler des composés clés du MET impliqués dans de nombreux processus pro-
tumoraux (métastases, migration, angiogenése, invasion, immunomodulation, etc) [8,20,22—
24]. Ainsi, il est donc possible de dire que les PS sulfatés d’origine algale, sont des

macromolécules « poly-pharmacologiques ».

A Anti-viraux Anti-inflammatoires

Anti-oxydants

Anti-coagulants Anti-cancéreux

B
APCHAES Anti-métastatique ;
Fucoidanes ,
Processus anti-cancéreux
de PS sulfatés algaux
Anti-angiogénique : Arrét du cycle
cellulaire

Figure 3. Propriétés biologiques des PS sulfatés d’origine algale (A) Bioactivites globales. (B)

Processus anti-cancéreux des PS sulfatés d’origine algale [23].
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2. Les polysaccharides natifs d’origine algale de I’étude

Pour ce projet de thése, nous nous sommes intéressés particulierement a deux

polysaccharides d’origine algale, a savoir, le A-carraghénane (A-CAR) et le fucoidane.

2.1. Les carraghénanes (CARS)
2.1.1. Origine

Les CARs sont des PS linéaires produits par de nombreuses espéces d’algues rouges
(division des Rhodophytes) appartenant aux genres Euchema, Gigartina, Hypnea,
kappaphyccus, Chondrus et Mastocarpus. Ils ont été extraits pour la premiere fois a partir de
I’espéce Chondrus Crispus en 1810 en Irlande, et servaient comme traitements a des maux
respiratoires [9]. Le lambda (), kappa (k) et iota (1) CARs sont les trois types de CARs les plus
commercialisés, obtenus principalement a partir des espéces Chondrus spp, Kappaphycus
alvarezii (Eucheuma cotonii) et Eucheuma denticulatum (Eucheuma spinosum),
respectivement [81]. La production des différents CARs par quelques espéces d’algues rouges

avec leurs localisations est résumée dans le Tableau 1.

Tableau 1. Liste et localisation de quelques espéces d’algues rouges productrices des
principaux CARs [81-83].

Espéce d’algue Type de CAR Localisation
Chondrus crispus A, K1 France, Canada, Irlande
Chondrus ocellatus A, K1 Corée
Kappaphycus alvarezii K Indonésie, Philippines
Euchema denticulatum ! Indonésie, Philippines
Hypnea musciformis K1 Brésil, Caroline du nord
Gigartina radula A, K1 Chili
Gigartina pistillata A, K/ Espagne, Maroc, France
Gigartina skottsbergii A, K Chili
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Il est important de noter que les types de CARs présentés dans le Tableau 1 sont les espéces
majoritairement produites. En effet, d’autres types peuvent étre présents dans chaque algue,
a proportions variables, dépendamment de plusieurs facteurs, notamment de I’espéce d’algue

et de son cycle de reproduction.

2.1.2. Structures chimiques

Les CARs sont une famille de PS de haut PM moyen compris entre 100 et 1000 kDa
[84]. Le DS moyen des CARs commerciaux est de 38% (w/w), 22%(w/w) et 32%(w/w),
respectivement pour le A-, k- et 1- CARS [84], en tenant compte de I’impact que peuvent avoir
les variations incluant I’espéce d’algue, le cycle de reproduction, la méthode d’extraction et

I’environnement cultural, qui seront discutées dans le titre 2.4 de cette étude bibliographique.

Unité G Umte G Unité G non
sulfatée en C4 sulfatee en C2 sulfatee
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Figure 4. Structures chimiques des familles de CARs classees en fonction de la position des

groupements sulfates sur I’unité G du disaccharide de galactopyranose [85].
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La structure des CARs est constituée de polygalactanes sulfatés linéaires et composee
alternativement d’unités répétitives d’un disaccharide constitué¢ de (1—3) a-D-galactopyranose
et (1—4) B-D-galactopyranose appelé « carrabiose » [84,86]. Il existe plusieurs types de CARS
avec des structures variables, qu’il est possible de distinguer rapidement par le degré et la
position des groupements sulfates, ainsi que la présence ou non d’un pont 3,6 anhydro sur
I’unité liée en a-1,3 (Figure 4). Il faut noter que la présence de ce pont, permet aux types k- et
1- CARs d’acquérir des propriétés gélifiantes, contrairement au type A- qui lui en est dépourvu,

et est connu pour son caractére épaississant [9].

Le « disaccharide de répétition » est une représentation simplifiée et idéalisée des CARs
[84]. En effet, en plus des groupements sulfates, les unités disaccharidiques peuvent étre
substituées par des groupements méthyles ou pyruvates, comme d’autres résidus carbohydrates
peuvent étre présents, tels que, le xylose, le glucose et les acides uroniques [84,87].
La conformation des CARs est différente d’un type a un autre. Celle en chaise “C1 concerne les
unités B-D-galactopyranoses et a-D-galactopyranoses. En revanche, dans le cas des unités 3,6-

anhydro-D-galactopyranose, la conformation chaise 1C, est adaptée [9].

2.1.3. Nomenclatures des CARs

Apres la découverte des différentes structures des CARs, une nomenclature basée sur
les lettres grecques a été définie, en attribuant une nouvelle lettre grecque a chaque nouvelle
unité disaccharidique [88]. Bien que cette nomenclature reste encore trés utilisée aujourd’hui,
ces attributions n’ont pas été faites d’une maniére logique et systématique, rendant ainsi leurs
mémorisations difficiles en raison du grand nombre de structures existantes (au moins 15
structures différentes) [88]. Par conséquent, un autre type de nomenclature plus détaillé a été
par la suite intégré par Knutsen et al. 1994 [88], et validé par I'TUPAC (International Union of
Pure and Applied Chemistry). Il permet de décrire les chaines complexes de CARs pouvant
contenir plusieurs motifs disaccharidiques différents. Les unités galactoses sont notées G en
étant liees en B-1,4, et D si la liaison est en a-1,3. Cette derniére peut étre sous la forme de 3,6-
anhydro-galactopyranoses, et notée DA. Lorsqu’une unité est substituée par un groupement
sulfate, celui-ci est noté S. Le M est attribué pour les groupements méthyles, précédés du
carbone porteur. Concernant les groupements pyruvates, ils sont notés P. Si la chaine est
substituée par des unités de xylose, la lettre X est attribuée. Des virgules sont utilisées pour

séparer les différentes substitutions. Par exemple, les principaux CARs commerciaux A-, K-, 1-

34



Etude bibliographique

CARs sont décrits par les codes G2S-D2S,6S; G4S-DA et G4S-DA2S respectivement (Tableau
2).

Tableau 2. Quelques exemples de la nomenclature des CARs basée sur les codes a lettres [88].

CARs code a lettres CARs lettres greques
G2S-D2S, 6S A
G4S-DA K
G4S-DA2S !
G4S-D2S,6S v
G4S-D6S M

2.1.4. Classifications

La premiére classification des CARs était basée sur leur solubilité dans le chlorure de
potassium (KCI) [89]. L’étude portant sur I’espece d’algue rouge Chondrus crispus a montreé la
présence de deux formulations en présence de KCI. La formulation soluble (non gélifiante) a
¢té nommée A-CAR, tandis que la dénomination k-CAR a été assignée a la formulation
insoluble (gélifiante).

L’avancée de I’analyse structurale des CARs a permis d’introduire en 1979 un autre
type de classification, basé sur la position des groupements sulfates au niveau de 1’unité G
(Figure 4). Au début, les familles k et A ont d’abord été distinguées [90], suivies des familles
beta (B) [91] et oméga (w) [92].

Il faut également noter qu’en plus des types majoritaires de CARs (A-, k-, 1-), deux autres
types sont également trés connus, a savoir, le mu () et le nu (v), décrits comme précurseurs
biologiques des types k- et 1-, respectivement (Figure 4, Tableau 2) [84]. En effet, lors de la
biosynthése au sein de 1’algue, la réaction enzymatique des sulfohydrolases convertit le u- et le
v- en k- et -, respectivement [93-95]. Cette conversion se fait par la formation du motif 3,6-
anhydro-D-galactose [93,95]. En revanche, a 1’échelle industrielle, un traitement alcalin est
réalisé afin de maximiser cette conversion pour garantir les propriétés physicochimiques
souhaitées (augmenter les propriétes gélifiantes) [84,96,97]. Par conséquent, les k- et 1- CARS
commerciaux sont en réalité des copolymeres de k/p et de Vv CARs, respectivement [97]. En

ce qui concerne le A-CAR, lui-méme est considéré comme précurseur [97]. Durant le processus
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industriel, il n’est que partiellement convertit (environs 10%) en théta (6) CAR, tout en gardant

son appellation d’origine de « A-CAR » [97].

A D’échelle industrielle, les CARs sont classifiés selon la méthode d’extraction utilisée, en
Carraghénanes Raffinés (CR, E407) et en Carraghénanes Semi Raffinés (CSR, E407-a), qui
sont distingués par la concentration de la matiére insoluble en acide (MIA), essentiellement
constituée de cellulose [9,97]. Le CR E407 contient tres peu de MIA (<2,0 %), contrairement
au CSR, qui lui est beaucoup moins pur, et peut contenir entre 8-15% de MIA [97]. Dans la
législation européenne, les numéros d’additifs alimentaires E-407 et E407-a ont été attribués au
CR et au CSR, respectivement [9]. Afin de comprendre 1’origine de cette différence, il est
nécessaire de revenir aux processus détaillés d’extraction appliqués pour I’obtention de I’un et
de I'autre (voir 2.3 de cette étude bibliographique). Il faut également noter que les CARs
commeriaux sont généralement vendus en tant que sels de sodium, de potassium, de calcium,

ou un mélange de ceux-ci [98].

2.2. Les fucoidanes

2.2.1. Origine

Le chimiste Suédois, Harald Kylin, a été le premier en 1913 a isoler un polymére riche
en fucose sous la forme d’un film visqueux nommé a I’époque « fucoidine ». Apres environ
45 ans, le terme fucoidane a été introduit afin de respecter les régles de ’'TUPAC [99] .
Les algues brunes (Phaeophyceae) les plus étudiées par le professeur Kylin étaient celles des
ordres des Fucales et Laminariales : Fucus vesiculosus, Ascophyllum nodosum, Laminaria
digitata et Laminaria saccharina [99]. D’autres chimistes ont également confirmé la structure
des fucoidanes en tant que polymeres sulfatés riches en fucose [100-102]. Au fil des années,
les recherches ont permis de déterminer les premiéres méthodes d'extraction des fucoidanes, et
une meilleure compréhension de leurs propriétés physicochimiques [100-102]. Leur
consommation seule ou avec d’autres plantes étant trés répandue, la commercialisation d’un
fucoidane brute extrait de Fucus vesiculosus a ainsi été réalisée en 1970 par la société Sigma
Inc (Etats-Unis). Aprés cette initiative, des chercheurs Japonais ont pu identifier pour la
premiére fois les effets anticancéreux des fucoidanes [103]. Dans les dix ans suivants, des
travaux se sont poursuivis sur les effets exercés par les fucoidanes dans les réponses immunes

et inflammatoires et dans le retard de la progression tumorale [104].

36



Etude bibliographique

En 2003, la compagnie australienne Marinova a développé avec 1’algue Undaria
pinnatifida les premiéres techniques d’extraction aqueuse avec un fucoidane préservé dans sa
structure chimique et sans contamination par des solvants résiduels. Il est important de
mentionner que les fucoidanes extraits de 1’algue brune Fucus vesiculosus ont le statut
« Géneéralement Reconnu comme Sar » (GRAS) et aussi I'approbation de I'Union Européenne
pour les nouveaux aliments (European Medicines Agency, Committee on Herbal Medicinal
Products (HMPC), 2014 - EMA/HMPC/313675/2012), comme de celle de 1’agence américaine
des produits alimentaires et médicamenteux (U.S. Food and Drug Administration, GRAS
Notice No. GRN 000661) [105].

Par ailleurs, en plus des algues brunes, certains invertébrés marins, comme 1’oursin et

le concombre de mer, produisent également des fucoidanes [106].

2.2.2. Structures chimiques
Les fucoidanes sont des PS avec un PM moyen compris entre 10 et 10 000 kDa selon la
source, avec un PM moyen de 20 kDa [107]. Le DS moyen quant a lui, peut varier entre 15 et

30 % selon I’espece d’algue brune [52].
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Figure 5. Structure du fucoidane de type | et de type Il [52].

37



Etude bibliographique

La réféerence de classification des fucoidanes est le plus souvent liée a son squelette.
En revanche, comme la structure de ces PS est généralement tres complexe en ayant beaucoup
de ramifications, la description du squelette ne couvre pas la structure globale de la molécule
[108]. Il est toutefois possible de distinguer 2 types principaux de fucoidanes. Le squelette du
type | est constitué de résidus (1—3)-a-L-fucopyranoses (Figure 5) [52,108]. Celui du type II
est plutdét composé d’une combinaison alternative de résidus d'a-L-fucopyranoses liés par
(1-3) et (1—4) (Figure 5) [52,108]. La sulfatation dans le type | se trouve au niveau des
positions C2 et C4, contrairement au type Il, ou les sulfates sont plutdt positionnés en C2, C3
et C4 [52]. De nombreuses algues brunes appartenant aux ordres Chordariales et Laminariales
produisent le fucoidane de type I, tandis que celles de 1’ordre des Fucales contiennent plutdt le
type Il [52]. Sur ces structures, en plus des groupements sulfates, le squelette des fucoidanes
peut présenter des points de ramifications par des résidus incluant de I’acide uronique, du
rhamnose, glucose, galactose, xylose, mannose, arabinose, ribose et de 1’acide glucoronique

(les plus retrouvés) [108].

En fonction de I’espéce, la structure des fucoidanes peut étre différente. Par exemple,
dans notre étude, nous nous sommes intéressés au fucoidane commercial extrait de 1’espéce
Fucus vesiculosus faisant partie du type 11 [108]. 1l s’agit de la structure la plus étudiée en raison
de sa simplicité, composée principalement de fucose (44%), de sulfates (26%), et de cendre
(31%) [108,109]. La sulfatation chez celui-ci se trouve généralement a la position O-2 et parfois

a la position O-3, les deux possibilités pouvant avoir lieu en méme temps [108].

Les facteurs incluant la source des fucoidanes, leur PM, DS, la présence de co-extraits,
la composition en sucre, et le degré de branchement, etc, influencent les bioactivités exercées
par ces macromolécules [52]. L’ensemble de ces paramétres est en lien direct avec plusieurs

facteurs qui seront discutés dans la partie « 2.4 de cette étude bibliographique ».

2.2.3. Nomenclatures et classifications

Dans une revue realisée par Deniaud-Bouét et al. 2017, une nuance importante a été
soulignée concernant la structure des fucoidanes et leur appellation [99]. En effet, le terme
fucoidanes a été décrit comme un groupe de polymeres appartenant aux PS riches en fucoses,
avec une complexité du squelette ramifié composé d’une diversité de résidus (monosaccharides

neutres/acides uroniques/Acétyles). Par exemple, il est possible de citer les
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xylofucoglucuromannanes, les fucoglucuronanes, ou encore les fucogalactanes. En revanche,
le terme fucanes sulfatés decrit plutdét des homopolymeres composés principalement de L-
fucoses, appelés homofucanes. Néanmoins, dans la littérature, cela a souvent été sujet de
confusion, avec une utilisation abusive du terme fucoidane, quel que soit la structure du PS en

question.

Dans la littérature, en plus de leurs architectures
structurales/moléculaires/saccharidiques, les fucoidanes sont souvent classés en 3 groupes: des
fucoidanes de bas poids moléculaire (Low Molecular Weight Fucoidan - LMWF) (<10 kDa),
de poids moleculaire moyen (Medium Molecular Weight Fucoidan - MMWF) (10-10 000 kDa)
et de haut poids moléculaire (High Molecular Weight Fucoidan - HMWF) (> 10 000 kDa)
[108]. Ces trois groupes ont fait 1’objet de beaucoup d’études de relation taille/fonction dans le
cancer, elles seront discutées dans les parties dédiées aux bioactivités anti-tumorales des

fucoidanes et F-Os (voir 3.2 et 4.4.3.4 de cette étude bibliographique).

2.3. Les méthodes d’extraction et de purification des CARs et des fucoidanes

L’extraction des PS d’origine algale de maniére générale peut se faire d’une part selon
des méthodes dites conventionnelles (classiques) faisant recours a des solvants d’extractions
acides, basiques ou simplement aqueux (Figure 6). D’une autre part, des méthodes dites
innovantes ont été développées utilisant des enzymes, assistées par micro-ondes ou par
ultrasons, dans le but d’améliorer le rendement et la qualité du produit, réduire le temps et le
colt d’extraction, etc (Figure 6).

Les méthodes d’extraction conventionnelles des CARs en fonction de leur type et des
fucoidanes seront présentées en détails, et les innovantes quant a elles seront évoquées

briévement.
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2.3.1. Les méthodes conventionnelles

2.3.1.1.  Extractions des carraghénanes a partir des algues rouges

Les méthodes conventionnelles d’extraction des CARs sont conditionnées par les
propriétés rhéologiques des différents types de CARs. En effet, comme expliqué
précédemment, en industrie, les CARs sont classifiés en CR et en CSR, obtenus par des
processus différents. Dans le cas du CR, des étapes de précipitation sont employées permettant
de récupérer les CARs. Du coté du CSR, en raison de 1’absence d’une étape de précipitation,
les CARs sont retenus dans 1’algue, expliquant sa contenance plus élevée en cellulose [9,97].
De maniére intéressante, il est également possible d’appliquer un processus spécifique pour

obtenir du A-CAR pur.

A- Extraction de CARs de type raffiné (CR)
- Processus a I’alcool
11 s’agit du premier processus utilisé a 1’échelle commerciale [83,97] (Figure 6).

Les algues sont tout d’abord rincées a 1’eau douce afin d’éliminer les impuretés (sable, sel,
coquillages). Apres séchage au soleil, I’extraction est réalisée a chaud dans un milieu alcalin
(ex: Ca(OH)2, NaHCO:s) a pH 8-9, pendant 2h [83,110]. Une fois que les CARs sont solubilisés,
une étape de filtration est réalisée afin d’éliminer la cellulose et tous résidus de composés
insolubles. Une concentration par ultrafiltration ou par évaporation est ensuite réalisée.

La collecte des CARs, se fait par précipitation avec un solvant organique, le plus souvent
« I’alcool isopropylique ». Par conséquent, les CARs sont précipités, alors que les impuretés
restent en solution. Enfin, le pressage, le séchage, suivis d’un broyage permettent d’obtenir une
poudre de CARs. Cette méthode est applicable a tous types d’algues et permet donc d’extraire
tous types de CARs. Par conséquent, il est clair que si ce processus est appliqué sur une algue
dont la synthése de CARs est cycle dépendante, avec une collecte non contrélée de la phase de
reproduction de ces algues, les chances que le produit final soit un mélange de différents types
de CARs, restent élevées. Néanmoins, il s’agit de la seule méthode alternative qui permet

d’obtenir du A-CAR hautement soluble. L’inconvénient de cette méthode, c’est son coit [83].

Comme expliqué précédemment, les conditions alcalines sont utilisées en industrie dans le but
de maximiser la conversion de p- et v- CARs en k- et 1- CARs, respectivement, afin d’assurer

de meilleures propriétés gélifiantes [84,96,97].
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- Processus au potassium chloride (KCI)

A la différence de la méthode précédente, la précipitation des CARs est réalisée dans ce
cas au KCI. En présence de ce sel et a basse température, la gélification se crée (Figure 6). Une
étape de déshydratation par pressage du gel. La poudre de CAR est ensuite obtenue apres le
séchage et le broyage. L’avantage de cette méthode est qu’elle est moins colteuse que la
précedente. En revanche, elle est exclusivement utilisée pour extraire les CARs gélifiants (k- et
1- CARs) [83,97].

B- Extraction des CARs de type semi-raffiné (CSR)

Dans ce cas, le CAR reste piégé au sein de 1’algue, tandis que les autres composés
(protéines solubles, minéraux, pigments et acides gras) sont éliminés en solution (Figure 6).
Ce processus est utilise a partir d’algues fraiches ou séchées telles que Kappaphycus alvarezii
ou Euchema denticulatum, qui sont soumises a un traitement alcalin (KOH ou Ca(OH)>)
pendant 1h. La formation du pont 3,6-anhydro-galactose, nécessaire a la geélification, est
favorisée, et quelques groupements sulfates sont libéres. Le traitement alcalin et les lavages
vont permettre d’éliminer les résidus minéraux, protéines et acides gras, tout en préservant les
CARs et quelques résidus de cellulose dans 1’algue. Cette derniére est coupée en petits
morceaux, blanchie, séchée et broyée. Parfois, le produit séché est coupé en petits morceaux
mais sans 1’étape de broyage pour étre vendue comme matiere premiere pour la production de
CARs raffinés. Ce produit final est appelé « ATC (alkali-treated cottonii) » ou « ATCC (alkali-

treated cottonii chips) » ou tout simplement « cottonii chips » [83,97].

C- Extraction spécifique du A-CAR

Dans cette méthode, il est possible d’extraire sélectivement les CARs en favorisant la
solubilité d’un type par rapport a I’autre (Figure 6). Par exemple, chez les especes produisant
du - et k- CARs (Chondrus et Gigartina), il est possible d’effectuer une extraction a froid en
présence de KCI. En sachant que la solubilisation du x-CAR necessite une haute temperature,
celui-ci va rester piégé dans I’algue, tant que le A-CAR se retrouvera en solution. A partir de I3,
la précipitation a I’alcool est appliquée comme expliqué précédemment. Alternativement, le k-
CAR restant dans les résidus d’algues pourrait étre récupéré et étre soumis au processus semi-

raffiné ou raffiné [83]. De nombreux travaux menés sur les A-CARS a 1’échelle académique
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appliquent ce fractionnement au KCI [47,111-113], au préalable sur les produits commerciaux
ou extraits directement a partir de 1’algue. Par exemple, Tiasto et al. 2022 ont réussi a faire

précipiter le A-CAR avec une concentration en KCI de 4% [113].

2.3.1.2.  Extraction des fucoidanes a partir des algues brunes

Tout d’abord, la poudre d’algues est rincée a I’éthanol (85%) pour éliminer les
impuretés (Figure 6). Cela est suivi d’un ringage a I’acétone, d’une centrifugation et d’un
séchage. L’extraction peut se faire ensuite a chaud dans de 1’eau distillée pendant 1h [114].
Cette étape peut étre répétée plusieurs fois afin d'extraire le maximum de fucoidanes. Apres une
étape de centrifugation, une solution de CaCl. (1%) est ajoutée afin de précipiter les alginates
sous forme d’alginates de calcium insolubles [114]. Aprés centrifugation, le surnageant est
récupéré et soumis a un traitement a 1’é¢thanol pour faire précipiter les fucoidanes [114]. Une
derniére étape de centrifugation est réalisée, et les résidus de fucoidanes sont rincés a 1’éthanol
et a ’acétone, puis sechés [114]. Il est également possible de réaliser cette méthode en
remplagant I’eau distillée par de I’HCI (0,03 M) [114].

2.3.2. Les méthodes innovantes

Malgré I’efficacité des méthodes conventionnelles, elles présentent des inconvénients
incluant, un long temps d’extraction, des quantités importantes en solvants et de hautes
températures. Cela pourrait induire une désulfatation et une destruction du PS, et donc résultant
en un produit de mauvaise qualité [114,115]. Par conséquent, des méthodes innovantes ont été
développées afin d’éviter ces contraintes. Parmi elles, 1’extraction assistée par micro-ondes,
I’extraction assistée par enzymes et I’extraction assistée par ultrasons sont résumées dans de
nombreuses revues [38,83,115-123], et représentées dans la Figure 6.

Elles sont également dites «vertes » car elles utilisent peu ou pas de solvants
organiques, et certaines d'entre elles sont couramment utilisées pour extraire des substances
bioactives et des nanofibres hautement pures a base de plantes [38]. En revanche, leur
application sur I’extraction des hydrocolloides a partir des algues est encore limitée, par rapport

aux méthodes conventionnelles [38,124].
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2.3.3. Purification des CARs et des fucoidanes

En aval de ces techniques d’extractions, des méthodes de purification (Figure 6)
peuvent étre ajoutées telles que la dialyse ou I’ultrafiltration sur membrane [117,125]. Les
techniques les plus poussées utilisent de la chromatographie échangeuse d’anions, d’exclusion

stérique et d’affinité, pour purifier les extraits d’algues [122,125-132].

2.4. Les facteurs impactant la diversité structurale des CARs et des

fucoidanes

Plusieurs facteurs peuvent étre a ’origine d’une variabilité structurale chez les PS
d’origine algale. Cela inclu : I’espéce d’algue et son cycle de reproduction, la localisation des
PS dans le thalle, ’environnement de la culture de 1’algue, ou encore la méthode utilisée pour
I’extraction et la primo-purification des PS [9,84,109,133,134]. Bien évidemment, la variation
de ces facteurs va avoir une répercussion directe sur le PM, le DS et la composition
saccharidique des PS extraits. Par conséquent, cela impacterait les propriétés rhéologiques et
biologiques du produit final, et des OS qui en dérivent [135,136].

2.4.1. Casdes CARs

24.1.1. L’espece d’algue et son cycle de reproduction

Gameétes (n
O 7 (n)

Zygote (2n) o

— Caprosporophytes (2n)
Famille Kappa (k, 1, j1, V)

Gamétophyte méle (n) . Gamétophyte femelle (n)

Tétraspores (n)

OO0 _ _~ () carpospores (2n)
00 - -
Tétrasporophyte (2n)
Famille Lambda (A,6,£)

Figure 7. Cycle de reproduction de 1’algue rouge Chondrus crispus (Gigartinaceae) avec les

structures dominantes de CARs en fonction de la phase [137].
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Comme vu précédemment (2.1.1. Origine), la synthése des CARs peut différer en fonction de
I’espéce d’algue. D’un c6té, il y a des especes carraghénophytes qui produisent des structures
hybrides contenant des motifs différents au sein d’un méme polymeére. D’un autre coté, il existe

des especes qui synthétisent un type prédominant de CARs, avec une hybridité sous-exprimée.

Cette variabilité est notamment liée au cycle de reproduction complexe des algues
rouges. Il s’agit d’un cycle de type haplodiplophasique trigénétique [137]. Lors de la
fécondation, les gamétes (n) libérées par les algues gamétophytes haploides males et femelles
fusionnent et forment des caprosporophytes diploides (2n) (Figure 7). Aprés un développement
au sein de I’individu femelle, ils vont libérer des carpospores (2n) (Figure 7). Ces derniers
évoluent en algues tétrasporophytes diploides (2n) (Figure 7). Apres le phénomene de méiose,
ces tétrasporophytes liberent des tétraspores (n), fermant le cycle de reproduction en évoluant
en algues gamétophytes males ou femelles (Figure 7). Chez certaines espéces des familles de
Gigartinaceae et de Phyllophoraceae, différentes structures de CARs ont été observées a travers
I’évolution du cycle de reproduction. En effet, chez les genres Chondrus, Gigartina, Iridaea et
Sarcothalia, les formes gamétophytes synthétisent des CARs de la famille Kappa (k-, t-, pt-, v-
), essentiellement sous forme hybride, c’est-a-dire contenant deux types couplés au sein de la
méme chaine : k-/t-- CARs [180]. Les formes tétrasporophytes produisent majoritairement des
CARs de la famille Lambda (A-, ©-, -, &) [138-140], ou des structures hybrides composées
de A-, ©-, 1, &- CARS peuvent également étre presentes [141]. 1l est important de noter que les
formes gamétophytes et tétrasporophytes sont semblables macroscopiquement. Par conséquent,
les CARs industriels commercialisés sont souvent un mélange de familles Kappa et Lambda,

avec une proportion cycle-dépendante [38].

Néanmoins, cette variation des types de CARs en fonction du cycle de reproduction
n’est pas toujours valable. Par exemple, chez la famille Soleriaceae, certaines especes
synthétisent majoritairement un seul type de CARs [142]. En effet, les espéces Kappaphycus
alvarezi et Eucheuma denticulatum, sont connues pour produire respectivement des CARs de
types k- et 1-, quel que soit le stade de reproduction, avec néanmoins la présence minoritaire de
structures k- et 1- CARs dans les échantillons de 1- et k- CARS respectivement [143]. De plus,
chez ces especes, il faut également rappeler la présence de faibles quantités des précurseurs de
K- et - CARs, a savoir, le p- et v- CARSs, respectivement [84,97].
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Figure 8. Diagramme de Stancioff [77,144].

L’hétérogénéité liée aux motifs hybrides k/1- CARs est variable selon les especes. Elle
est illustrée dans le diagramme de Stancioff (Figure 8) [144]. Ce dernier rassemble les espéces
d’algues rouges a partir desquelles des motifs hybrides disaccharidiques k-/1-CARS sont extraits
[145,146]. Cette variabilité a notamment une répercussion sur les propriétés rhéologiques et
biologiques. En effet, une étude a montré que les propriétés fonctionnelles d’un hydride de «-
/1-CARs (a un ratio de 50 :50 ou 70 :30) etaient différentes de celles des CARs pratiquement
purs de structure k- ou t-, ou encore de celles d’un mélange de méme ratio de ces deux

polyméres (pratiquement purs) [147].

D’autres structures hybrides peuvent également exister. Par exemple, chez les especes
d’algues Eucheuma gelatinae [91] et Furcellaria lumbricalis [148], des structures hybrides
composées de motifs «-/B- et k-/y- carrabioses, ont été retrouvées respectivement, et cela
indépendamment du cycle de reproduction de I’algue. Grace a I’hydrolyse enzymatique, ces
structures hybrides retrouvées au sein des CARs ont pu étre explorées [142,149,150]. Enfin,
cette diversité structurale s'élargit encore chez certaines especes d’algues rouges, capables de

synthétiser des structures hybrides composées de CARs et d’agar appelées « carragars » [151].
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2.4.1.2. Lalocalisation dans le thalle

Grace a une technique spécifique d’immunofluorescence avec des sondes d’hybridation
a base d’oligosaccharides (k- et 1-) couplées a des fluorochromes, la localisation spécifique des
CARs natifs (k- et 1-) a pu étre déterminée chez 1’espéce Kappaphycus alvarezii [152]. Le type
k-CAR a été retrouvé dans la matrice intercellulaire et la paroi des cellules de la zone axiale,
de la zone meédullaire et du cortex (Figure 9). En revanche, le signal était tres faible au niveau
de la zone épidermique et de la paroi externe, dans lesquelles le type 1-CAR, minoritaire chez
cette espéce, a été détecté [152]. Ces résultats confirment que la structure des CARs est
susceptible de varier selon leur localisation dans le thalle de 1’algue. Egalement, la distribution
des différents types de CARs au sein de la paroi cellulaire des algues a pu étre localisée gace a
des anticorps monoclonaux [153].
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Figure 9. Organisation de la paroi des algues rouges [77]. (A) Thalle de I’algue rouge. (B)

Coupe transversale de thalle. (C) Organisation des cellules de la paroi des algues.

2.4.1.3. Les conditions culturales des algues

L’environnement marin dans lequel I’algue est cultivée est défini par la localisation
géographique, la saison de recolte, la température, la salinité, le pH et I’exposition a la lumiére
[134]. Durant leur developpement, les algues sont systématiquement exposées a ces
changements environnementaux. La saison a laquelle 1’algue est récoltée est un facteur
déterminant de la structure des CARs, mais également du rendement d’extraction, qui reste plus
important lors des récoltes en saison estivale [154]. A titre d’exemple, le ratio en motifs k- et 1-
carrabioses chez 1’espéce Kappaphycus alvarezii, va varier en fonction de sa récolte en

Philippines, en Indonésie, ou en Tanzanie (Tableau 3). Egalement, chez 1’espéce Eucheuma
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denticulatum, lorsqu’elle est récoltée a Madagascar, un CAR hybride est produit avec

seulement des motifs 1- et v-carrabioses (Tableau 3). En revanche, si elle est récoltée en

Tanzanie a la méme saison, des motifs de k-carrabioses s’ajoutent au polymere [154].

Tableau 3. Composition en CARs de diverses algues en fonction de la saison de récolte [154].

*: especes soumises a une culture pendant une certaine durée. **: rendement exprimé en

pourcentage de masse seche. ***:

tétrasporophyte. NF: non fertilisé. GF: gamétophyte femelle.

Famille Espéce Phase cyc‘le
reproduction
Kappaphycus
alvarezii
Solieriaceae
Eucheuma
denticulatum
G+T
NF
Chondrus
crispus T
GF
Giartinaceae
GF
NF
Gigartia
L T
pistillata
GF

Saison de la
récolte

Octobre-
février

Octobre-
février

Juin-octobre

Hiver

2 semaines*

3 semaines*

Octobre-
février

Fin du
printemps

Printemps

Fin du
printemps

Hiver

Printemps

Fin hiver

Fin du
printemps

Fin du
printemps

Printemps

Printemps

Origine

Indonésie

Phillipines

Philippines
Tanzanie

Mexico

Panama

Philippines

Madagascar

Tanzanie

Canada

Buarcos
(Partugal)

Buarcos
(Portugal)

Buarcos
(Portugal)

Buarcos
(Portugal)

Viana do
Castelo
(Portugal)

Buarcos
(Partugal)

Buarcos
(Portugal)

Rendement**

20,0

30,4

68,0

39,7

35,3

315

33,8

14

65.4

49.8

Extraction
alcaline

K

K/

KN
K/

K/

K/

&L

K/

Ratio vk

0,64

0,72

0,7

extraction a I’eau distillée. G: gameétophyte. T:

Extraction
native***

k()
K/l

K/
K/l

K/

K

1(v)
VK (v)

K (uhv)
Na

K/ ()
A
K ()

KA ()

K (uv)

K ()
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2.4.1.4. Les méthodes d’extractions utilisées

La composition et la structure des CARs peut également étre fortement influencée par
le type et les conditions de la méthode d’extraction utilisée. Les différents processus pour
extraire les CARs des algues rouges vu auparavant (voir 2.3 de cette étude bibliographique)
avaient parfaitement expliqué qu’il est plus ou moins possible d’orienter la méthode
d’extraction en fonction du type de CARs souhaité. Comme déja expliqué, le fait que la
production des types de CARs soit dépendante du cycle de reproduction de certaines especes
d’algues rouges, ajoute une certaine difficulté lors de 1’extraction. En effet, comme les formes
gamétophytes et tétrasporophytes de ces algues sont récoltées ensemble, la composition en
types de CARs va étre différente selon le processus d’extraction employé. Par exemple, pour
obtenir spécifiquement des A-CARs, il faudra impérativement réaliser une extraction a froid en
présence de KCI afin de les séparer des CARs gélifiants (k- et 1-). De méme, si 1’extraction est
réalisée a chaud dans un milieu alcalin, et avec une précipitation a 1’éthanol, dans ce cas, les

différents types de CARs seront obtenus ensemble (voir 2.3 de cette étude bibliographique).

2.4.2. Cas des fucoidanes

2.4.2.1. L’espéce d’algue, la localisation dans le thalle et le cycle de
reproduction

Velu et al. 2017 ont étudié la variation du DS et de la quantité en fucose dans le
fucoidane extrait de quatre espéces d’algues brunes, incluant, Sargassum wightii, Sargassum
oligocystum, Padina tetrastromatica et Turbinaria ornata, dans lesquelles ils ont confirmé la
présence du fucose en tant que composé majoritaire [114]. L’espéce Padina tetrastromatica
contenait le pourcentage le plus élevé en fucose (54,51+1,08%), suivi de I’espéce Turbinaria
ornata (51,76+1,43%). Le DS quant a lui, était plus élevé chez 1’espece Turbinaria ornata
(24,27+0,85%), suivi de 1’espéce Padina tetrastromatica (22,70+£0,53%).

Skriptsova et al. 2012 ont comparé dans cinq especes différentes d’algues brunes la
quantité et la structure des fucoidanes entre ceux contenus dans les tissus fertiles (sporophylle)
et ceux issus des tissus stériles (fronde) [155]. Les résultats ont montré que les rendements les
plus élevés sont obtenus a partir des tissus reproductifs de ces especes d’algues. La composition
monosaccharidique (fucose, mannose, galactose, etc) pouvait également varier (selon I’espéce)
en fonction du tissu utilisé. Par exemple, les pourcentages en fucose et en galactose étaient plus

élevés chez les fucoidanes extraits des tissus reproductifs des espéces Sargassum pallidum et
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Alaria ochotensis, par rapport a ceux extraits de la partie stérile. De plus, il a été remarqué que
les tissus fertiles offrent des fucoidanes ayant moins d’hétérogénéité en terme de composition
monosaccharidique. Des résultats similaires ont été obtenus dans les travaux de Mak et al. 2013,

portés sur le fucoidane de I’espece Undaria pinnatifida [156].

2.4.2.2. Les conditions culturales de I’algue
En 2017, Fletcher et al. ont démontré que 1’automne était la période optimale pour
obtenir le meilleur rendement en fucoidanes extraits a partir des algues brunes Fucus serratus,
Fucus vesiculosus et Ascophyllum nodosum [157]. Dans cette étude, cette variation saisonniére
a également eu un fort impact sur les pourcentages de fucoses et de sulfates. Par exemple, chez
I’espece Fucus vesiculosus, ils ont atteint leur maximum durant le mois de novembre, jusqu’a
39 % de fucose et 35 % de sulfates.

2.4.2.3. Les méthodes d’extraction et de purification

Zayed et al. 2016 ont réalisé une étude comparative de I’effet de la méthode d’extraction
et de purification sur les caractéristiques structurales du fucoidane extrait de 1’espéce Fucus
vesiculosus [136]. Deux procédures d’extraction du fucoidane ont été employées : dans la
premiere (A) une solution aqueuse de CaClz (1% p/v) a 60°C pendant 6h & pH 2 a été utilisée,
et dans la seconde (B), le CaCl; a été solubilisé dans le tampon MAB (d’acide maléique) & pH
1, suivies par la récupération du fucoidane avec une précipitation a 1’éthanol. Par la suite, une
procédure de purification a été réalisée, consistant en I’immobilisation du bleu de toluidine
(colorant cationique) sur des billes aromatiques, permettant de capturer les composés
anioniques par des liaisons éléctrostatiques. Cette procédure a été réalisée différemment pour
obtenir deux fractions distinctes : la F-6 en mettant la poudre de fucoidane obtenue par la
procédure d'extraction A, et solubilisée dans le tampon MES (d’acide morpholino
ethanesulfonique) a pH 6, puis mise en contact avec les billes aromatiques ; et la F-M en
mélangeant directement la poudre de billes dérivées avec la solution de fucoidane obtenue par
la procédure d’extraction B. Les analyses structurales de ces fractions ont révelé que par rapport
a la fraction F-6, la fraction F-M avait un DS (36,28% vs 29,49 %) plus élevé et un My plus
faible (26 kDa vs 54 kDa). Egalement, le fucose a été détecté dans les deux fractions a plus de

80%, avec une plus grande proportion pour la F-M (92,43 %).
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Dans une autre étude, il a été démontre que la purification graduelle des fucoidanes a 1’éthanol

permet d’augmenter les pourcentages de fucoses et de sulfates [158].

2.5.Les méthodes d’obtention des A-COs et des F-Os

A la vue des contraintes précédemment évoquées concernant les PS natifs de A-CARs et de
fucoidanes (faible solubilité, haute viscosité, activités adverses et faible biodisponibilite)
entravant leur application clinique, la conception d’OS (PM, DS et structure contrdlés) pourrait
constituer une solution pour faciliter leur transfert comme explicité en Introduction générale.
IIs sont définis par convention pour avoir un degré de polymeérisation (DP) compris entre 2 et
25 résidus [30].

Dans cette partie, les méthodes d’obtention d’OS par dépolymérisation a partir du PS natif]
incluant des méthodes physicochimiques et enzymatiques seront discutées (Figure 10). D’autre
part, la synthése totale par voie chimique ou enzymatique sera également présentée (Figure
10). Parmi les méthodes physicochimiques, la dépolymeérisation radicalaire au peroxyde
d’hydrogéne (H20>) est celle que nous avons appliquée dans ces travaux de thése. Chaque
méthode sera illustrée tout d’abord par un exemple de production d’héparines de BPM,
appliquée a 1’échelle industrielle quand cela est possible. Les héparines de BPM sont des
analogues structuraux de nos OS d’intéréts et font office de sucres de référence car ce sont les
premiers et, a I’heure actuelle, les seuls OS sulfatés d’origine naturelle commercialisés pour
des applications pharmaceutiques en tant qu’antithrombotiques [159] . Le fait que I’héparine
de BPM produite par dépolymeérisation a partir du PS natif ou par synthése chimique totale, soit
le seul OS produit a I’échelle industrielle, montre les difficultés que rencontrent les OS pour
accéder a cette étape. Dans un second temps, des exemples d’études appliquées a la conception
de A-COs et de F-Os, nos sucres d’intérét, seront détaillés. En revanche, lorsqu’une méthode
donnée n’a pas été appliquée pour produire les A-COs, des exemples d’autres types de CARs

sont présentes.
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Figure 10. Schéma récapitulatif des méthodes de conception d’oligosaccharides sulfatés.
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2.5.1. Par dépolymérisation du polysaccharide natif

2.5.1.1. Les méthodes physicochimiques

A- Hydrolyse acide
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Figure 11. Mécanisme général de I’hydrolyse acide des glycosides [160].

- Enmilieu liquide

Dans ce type d’hydrolyse, de nombreux acides dilués ou concentrés (jusqu’a 2M) peuvent
étre utilisés tels que, I’acide chlorhydrique (HCI), 1’acide nitrique (HNO3), 1’acide sulfurique
(H2S0s), I’acide trifluoroacétique (TFA, CoHF302), I’acide tartrique (CsHeOs), avec un
chauffage entre 50 et 90°C [32]. Le mécanisme général de I’hydrolyse acide des glycosides est
représenté dans la Figure 11. Le clivage se fait grace au proton « H* » qui catalyse la réaction
en interagissant avec 1’oxygéne de la liaison glycosidique, connue pour sa tres forte sensibilité
a I’hydrolyse [160,161]. Cela résulte en un acide conjugué, qui va former un cation carbonium
cyclique intermédiaire par le clivage de la liaison C-O [160,161]. Un autre mécanisme moins
fréquent peut avoir lieu par la protonation de 1’oxygene du cycle [160,161]. Le carbocation
étant instable et tres réactive, se stabilise en perdant un proton par hydratation pour former une

nouvelle extrémité réductrice [160,161].

La sensibilité aux conditions d’hydrolyses acides dépend en grande partie de la structure du
sucre, en particulier des groupements de substitutions, mais aussi de la position de la liaison
glycosidique et de I’anomérie. Cette méthode est également décrite pour sa non spécificité et

sa production d’une large diversité d’oligomeres [30,32,162]. Les variations de températures,
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de temps de réaction, ou de concentration en acide, sont clés pour la production d’OS mais
peuvent induire la modification de la structure du sucre, et provoquer une forte désulfatation
selon certains auteurs [30,32,162]. Par conséquent, le choix de 1’agent acide et le contréle des
différents parametres de la réaction est tres important lors des stratégies de criblage d’OS
bioactifs contre une cible, et ces facteurs doivent étre systématiquement mis en perspective pour
comparer plusieurs études entre elles. Par exemple, en 2008, Yang et al. ont étudié 1’effet des
conditions d’hydrolyse sur I’activité anti-cancéreuse des F-Os obtenus a partir d’un fucoidane
de I’algue brune Undaria pinnatifida, sur la lignée cellulaire humaine du cancer du poumon
Ab549 [49]. L’hydrolyse du fucoidane natif (Mw= 5100 kDa) a été réalisée a ’HC1 (0,01 N) en
appliquant soit un chauffage a I’eau bouillante (100 °C), soit aux microondes (pas d’étape de
purification aprés hydrolyse). Un test colorimétrique de la densité cellulaire réalisée sur les
cellules A549 a montré que la dépolymérisation a I’HCI avec un chauffage a I’eau bouillante
améliorait 1’activité anti-cancéreuse des F-Os en comparaison du fucoidane natif. En revanche,
les F-Os obtenus par une hydrolyse a I’HCl aux microondes, n’a montré qu’une faible
augmentation de cette activité, en comparaison des formulations de PM similaires obtenus par
chauffage conventionnel. Ces résultats indiquent que la diminution du PM du fucoidane permet
d’améliorer son activité anti-cancéreuse, mais d’une maniére dépendante des conditions

d’hydrolyse appliquées.

Le A-CAR et le fucoidane semblent avoir des structures qui répondent bien a 1’hydrolyse
acide en condition forte ou ménagée, comme en témoignent les nombreux articles 1’ayant
utilisée [28,29,32]. Par exemple, grace a une hydrolyse au TFA (0,1 M), Calvo et al. 2019 ont
réussi a produire un A-CO d’une taille de 27,2 kDa [111]. Egalement, Tang et al. 2023 ont réussi
a produire un A-CO de 1,8 kDa par une dépolymérisation acide a I’HCI (0,05 M) du A-CAR
natif [163]. Un F-O de 18,6 kDa a pu étre généreé par une hydrolyse au H2SO4 (1 M) par Haroun-
Bouhedja et al. 2000 [164], et un autre F-O de 800 Da a été produit grace a une hydrolyse a
I’HC1 (0,01 N) du fucoidane natif par Hwang et al. 2017 [165].

- Supportée (autohydrolyse)
En plus de I’hydrolyse acide classique faisant recours aux agents chimiques en solution,
un autre type existe, dit « solide ou supportée » pour obtenir des dérivés OS. Cette méthode fait
recours a des résines commercialisées telles que les Amberlyts échangeuses de cations

(exemple: Amberlyst 70, Amberlyst 15) [166,167]. Ces dernieres sont composées de
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groupements fonctionnels acide fort « SOsH », formant un site catalytique actif en fournissant

un proton provoquant I’hydrolyse de la liaison glycosidique [166,167].

Cette méthode a été également appliquée pour la production de A-COs et de F-Os
bioactifs. Par exemple, Chen et al. 2007 ont réussi a obtenir un A-CO de 3,4 kDa aprés avoir
mélange la solution du A-CAR natif avec de la résine échangeuse de cations, suivi d’une
incubation a 90°C pendant 6h [168]. Anastyuk et al. 2017, ont réalisé une dépolymérisation
d’un fucoidane natif (80 kDa) avec cette méthode a 37 °C, pendant 24h, 48h et 72h, ayant
permis de générer des formulations de 30, 26 et 18 kDa, respectivement [130]. D’autres

exemples sont illustrés dans la revue de Florez et al. 2018 [123].

B- Dépolymeérisation radicalaire

Dans ce cas, I’hydrolyse se fait en présence de peroxyde d’hydrogéne (H202), qui se
dissocie en solution pour former des radicaux libres hydroxyles (‘OH) [30,31]. En raison de leur
haute réactivité et instabilité, ces derniers sont capables de cliver les liaisons glycosidiques [30].

Généralement, la dégradation ne se fait pas en présence d’une solution d’H.O> seul, car
cela nécessiterait une concentration relativement élevée de celui-ci [169]. Par conséquent, des
¢tudes ont été réalisées afin d’optimiser cette dégradation. Tout d’abord, il a été¢ découvert que
I'H202 pouvait étre activé par le Fe?*, jouant le rdle de catalyseur de la décomposition du H20;
afin de produire les radicaux libres [169]. Par la suite, I'utilisation de Cu?*, d'acide ascorbique,
d'enzymes, de matériaux riches en électrons, de semi-conducteurs, de matériaux plasmoniques
ou encore I’application de divers traitements (lumiére, micro-ondes, ultrasons, etc) ont été
découverts comme activateurs potentiels, provoquant ainsi la dégradation de matériaux
organiques [169]. Dans le cadre de la dégradation des PS, ces méthodes n’ont pas été toutes
appliquées. Jusqu'a présent, I'H20. combiné a I'acide ascorbique, aux ions métalliques (comme
Fe?* et Cu®"), a certaines enzymes (comme la peroxydase, les monooxygénases

polysaccharidiques lytiques), et a l'irradiation au plasma ont été utilisées [169].

A TD’échelle industrielle, la dépolymérisation radicalaire est déja utilisée pour la
production de I’héparine de BPM commercialisée sous le nom Normiflo®. Concernant nos PS
d’études, a notre connaissance, seule notre équipe a utilisé cette méthode pour produire des A-
COs. Nous avons pu obtenir une large gamme de A-COs en diminuant le PM du A-CARs natif

jusqu’a 2,8 kDa, apres 72h de temps de dépolymeérisation & 60°C avec un ratio de H.O2/A-CAR
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natif de 1,5 (m/m) [48]. Egalement, un A-CO de 11 kDa a été généré en assistant la méthode
radicalaire avec des ultrasons [72]. En revanche, la dépolymeérisation au H20; a largement été
appliquée sur d’autres types de CARs, dont certains travaux ont étudié I’impact de la
concentration, de la température, et du pH, sur la production de COs [170-175]. Les F-Os ont
également été largement produits gréace a cette méthode a partir du PS natif issu de différentes
espéces [29,176-178].

Rot&’ov&’oa i.kov&,ot 0: [OR ey RouOE OH HOKO\,OR

OH OH" OH
+H,0
' .. OH OH
‘..:b. k/\ J
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Ro OH Possibilités de OR
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+*OH /R;/ COOH

Figure 12. Mécanisme de la dépolymérisation radicalaire des PS avec une possible ouverture
cyclique [30].

Malgré I'efficacité de cette méthode a diminuer le PM, tout comme I’hydrolyse acide,
le clivage est non spécifique et induit également une désulfatation importante par rapport aux
PS natifs [48,58,179]. De plus, une altération du cycle [30,31], ou la création de nouvelles
fonctions peut survenir [169] (Figure 12). Ces modifications peuvent avoir un impact positif
comme négatif, sur 1’activité biologique d’intérét [51]. Ainsi, il est trés important de prendre

cela en considération lors de I’interprétation des études structures-fonctions.

C- Hydrolyse hydrothermale et dégradation thermique

La dégradation thermique entraine un clivage aléatoire et de nombreux réarrangements
(déshydratation, groupes furfurals, etc) dont les mécanismes ne sont pas encore totalement
élucidés [180]. Elle est souvent adossée a I’hydrolyse hydrothermale qui est réalisée en
présence de 1’eau uniquement, qui sous certaines conditions de pression et de température, peut
agir comme agent d’hydrolyse a travers son caractére ampholyte [181]. Ce dernier désigne la
capacité des molécules d’eau a jouer le role d’acide et de base, notamment lorsque les
conditions favorisent leur auto-ionisation sous forme d’ions hydroniums (H™) et hydroxyles
(OH-), permettant ainsi de catalyser des réactions acides ou basiques [181]. La formation de

ces ions se fait dans des conditions de hautes températures. Lorsque la température de I’eau est
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>200°C, on parle d’un état sous-critique [181]. Tant dis qu’a des températures qui excedent
374 °C, etades pressions >218 atm, I’eau est dans un état super-critique [181]. Par conséquent,

I’eau hautement chauffée permet d’appuyer des réactions chimiques telle que la

dépolymérisation radicalaire [181].

L’application de la dégradation thermique ou hydrothermale a été appliquée sur des
CARs et des fucoidanes. Par exemple, dans les travaux de Eha et al. 2021, une dégradation
thermique (de 1059 a 1009 kDa) de CARs commerciaux (mélange de k- et A- CARS) a été
observée en fonction de 1’augmentation de la température (75-115°C) [182]. Dans un travail
réalisé par Cicinskas et al. 2020, une hydrolyse hydrothermale d’une solution CAR apres 24h
a 37°C a eté étonnamment reportée, produisant des A-COs compris entre 10-170 kDa [112].
Concernant les F-Os, en 2012, Azuma et al. ont incubé une solution aqueuse de fucoidane natif
a 140 °C pendant 15-60 min, donnant des F-Os compris entre 6,5 et 40 kDa [183]. Dans le
méme travail, un traitement a 140 °C pendant 5-8 min avait permis d’obtenir des formulations
de PM intermédiaires allant entre 110-138 kDa. Ils ont constaté que durant ces conditions,
toutes les formulations avaient préservé leurs DS. Egalement, en 2018, Lahrsen et al. ont
démontré que la dégradation hydrothermale du fucoidane de I’espéce Fucus vesiculosus a
permis de réduire son PM de 38,2 kDa a 10,3 kDa, aprés 90 min a 120°C [51].

Contrairement a 1’hydrolyse acide ou a la dépolymérisation radicalaire, 1’hydrolyse
thermique ou hydrothermale n’utilise aucun catalyseur chimique, la rendant trés avantageuse.
En revanche, le temps de réaction peut étre long, si la température de 1’eau n’est pas sous ou
super-critique. 1l est également possible de remarquer que dans les exemples présentés ci-dessus
la température de 1’eau était < 200 °C, afin d’éviter des modifications de la structure primaire
du sucre [184,185]. Néanmoins, comme mentionné précédemment de nombreux sous-produits

de dégradation peuvent étre crées.

D- Hydrolyse assistée aux microondes
L’hydrolyse assistée par des irradiations sous microondes a pris un intérét considérable
par rapport aux méthodes conventionnelles. En effet, elle permet de faciliter les différentes
techniques d’hydrolyse chimique présentées ci-dessus, pour une meilleure efficacité, rapidité

et faible codt [30,32]. Le chauffage par microondes permet une distribution uniforme de la

57



Etude bibliographique

chaleur, limitant les gradients de température, grace aux mouvements et aux forces de friction

intermoléculaires produites par les molécules ayant subi I’irradiation [186].

L’utilisation des microondes a notamment servi pour appuyer les méthodes de
dégradation hydrothermales utilisées pour I’obtention de A-COs et de F-Os, expliquées
précédemment. Par exemple, une étude a permis de générer deux A-COs de 15 et de 9,3 kDa,
apres un traitement aux microondes pendant 3 et 6 min respectivement (pression de 15 atm)
[47]. Cette dépolymérisation a notamment été marquée par une désulfatation limitée. Le DS
était de 29,1 % pour le A-CAR natif (PM= 652 kDa), et de 27,8 et 21,8 %, respectivement pour
les A-COs de 15 et 9,3 kDa. L’hydrolyse hydrothermale assistée par microondes a également
été appliquée pour produire des F-Os. Par exemple, a 200 °C pendant 5 min, le PM d’un
fucoidane natif (PM > 780 kDa) extrait de 1I’espéce Undaria Pinnatifida a pu étre réduit a 23,6-
37,6 kDa [187].

En revanche, nous n’avons pas trouvé d’études appliquées aux A-CARs ni aux
fucoidanes utilisant les microondes pour assister les méthodes utilisant un agent chimique.
Cependant, des exemples sur d’autres types de CARs existent. Par exemple, récemment en
2020, Chen et al. ont réalisé une dépolymérisation au H20> assistée par microondes, d’un extrait
de polysaccharides sulfatés de 1’espéce d’algue rouge Grateloupia livida, trés utilisée pour
extraire les CARs au Japon, Chine et en Corée du sud [188]. Aprés 34 min de réaction a 54°C
et avec une concentration de H.O> de 3 mM, le PM a été réduit de 23 044 & 945 kDa avec une
bonne préservation du DS. Egalement, I’hydrolyse acide assistée aux microondes a été utilisée
sur les k-CARs. Dans un autre exemple, Tang et al. 2013 ont réalisé une dépolymérisation acide
par I’H2SO4 (2M) assistée aux microondes d’un x-CAR a des temps et fréquences différentes,

ce qui leur a permis d’obtenir une gamme de k-COs comprise entre 1,4-50 kDa [189].

Il faut noter, que I’utilisation des microondes ne semble pas modifier la spécificité ou

non des sites de coupure hydrolytiques inhérentes a chaque technique [32].

E- Autres méthodes de dépolymeérisation physicochimiques
Plusieurs autres méthodes de dépolymeérisation plutot dites « physiques » ont été
développées pour obtenir des OS. Parmi elles, la dégradation par ultrasons, les méthodes

d’irradiation incluant les radiations ultraviolettes et I’irradiation gamma [190]. Les études
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suggerent qu’il est généralement compliqué d’obtenir des OS a la taille voulue en utilisant une
seule méthode physique, avec des PM qui ne descendent pas en dessous de 50 kDa [190]. I
serait donc préférable de combiner plusieurs méthodes pour obtenir les PM désirés [190]. Des
exemples de production de COs et de F-Os par ce type de méthodes sont résumés dans plusieurs

récentes revues [28,29,190].

2.5.1.2. Méthodes enzymatiques

De maniére générale, les méthodes enzymatiques présentent de nombreux avantages par
rapport aux méthodes non enzymatiques. En effet, grace a leur sélectivité, elles assurent une
meilleure homogénéité des formulations avec moins de sous-produits générés ou encore une
meilleure préservation de la structure de base [32,191]. Les réactions enzymatiques se font dans
le respect des principes de la chimie verte, et permettent d’obtenir une grande quantité d’OS
[32]. En revanche, leurs mises en application peut présenter des difficultés. Certaines enzymes
peuvent étre colteuses a produire, et présentent des limites par rapport a leur rapidité
d’hydrolyse, leur stabilité, ou les conditions de pH et de températures auxquelles elles sont les
plus effectives [32]. En conséquence, 1’utilisation d’enzymes pour des dépolymérisations (ou
d’autres réactions) a 1’échelle industrielle exige une optimisation poussée qui reste tres
coQteuse, limitant leur utilisation au profit de méthodes chimiques. Tous ces aspects poussent
vers la recherche d’enzymes hydrolytiques moins colteuses, hautement spécifiques,

thermostables et avec des hauts niveaux d’activité [32].

A notre connaissance, les enzymes de la famille des glycosides hydrolases (GH) sont
les seules a étre capables de dégrader les CARs et les fucoidanes. Ces GH font typiquement
intervenir une molécule d’eau dans un mécanisme acide/base guidé par deux rédisus
catalytiques pour hydrolyser la position en Cl. Deux sous-classifications sont ensuite
couramment utilisées. La premiére distingue les enzymes en fonction de leurs capacités a retenir
ou a inverser la configuration du carbone anomérique (Figures 13 et 14). La seconde distingue
les enzymes en fonction de leurs capacités a hydrolyser les sucres terminaux d’une chaine (-
€x0) ou, au contraire, a libérer des OS en s’attaquant aux liaisons au sein des chaines (-endo).

De ce fait, pour la production des OS, seuls les enzymes -endo seront décrites.

Les enzymes capables d’hydrolyser les PS d’origine algale dont les A-CARs et les

fucodaines sont résumées dans la thése de Maria Matard-Mann de 2017 [192].
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A- Hydrolyse des A-CARs par les A-carraghénases

Les enzymes GH capables d’hydrolyser les CARs sont décrites par leurs spécificités de
substrat [193]. C’est-a-dire que les A-carraghénases (EC 3.2.1.162), les k-carraghénases (EC
3.2.1.81) et les 1-carraghénases (EC 3.2.1.157) dégradent uniquement les A-CARs, les k-CARs
et les -CARs, respectivement [193]. Ces endohydrolases, clivent la liaison glycosidique B-(1,4)
pour produire des OS appartenant a la série dite « neocarrabiose » [193]. Leurs specificités
reposent sur la reconnaissance des motifs de sulfatation de la séquence répetitive
disaccharidique des di-galactopyranoses (unités D et DA) [191].

Les A-carraghénases sont une nouvelle famille des GH, qui n’a pas encore été classifiée
jusqu’a maintenant dans le «carbohydrate active enzymes (CAZy)» [191]. Les A-
carraghénases ont été décrites pour cliver de manicre aléatoire par rapport aux k- et t-
carraghénases [191,194]. La bactérie marine Pseudoalteromonas carrageenovora est capable
de synthétiser a la fois la A-carraghénase et la k-carraghénase. Guibet et al. 2007, ont démontré
que la A-carraghénase isolée de cette bactérie induisait une inversion de la configuration
anomeérique suite au clivage [194], comme chez les 1-carraghénases [193] (Figure 13). Les
principaux produits obtenus dans ces travaux aprés cette réaction enzymatique étaient
principalement des neo-A-carratetraoses (DP4) et neo-A-carrahexaoses (DP6) [194]. Afin que
le clivage soit possible, une longueur de chaine de minimum quatre résidus de sucres avec des

liaisons alternées de a-1,3 et f-1,4 est nécessaire [193].
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Figure 13. Mécanisme général de coupure des glycosides hydrolases par inversion [195].

Un autre exemple d’une bactérie produisant une A-carraghénase est Bacillus sp,
caractérisee par Jiang Li et al. 2014 [196]. L’avantage de cette enzyme est sa thermostabilité
avec une température optimale de fonctionnement jusqu’a 75°C, contrairement a celle isolée de

la bactérie Pseudoalteromonas carrageenovora, qui n’est active qu’a des températures
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inférieures a 30°C [196]. Les produits principaux générés par I’enzyme dans cette étude étaient
des A-neo-carrabioses.

B- Hydrolyse des fucoidanes par les fucoidanases

Contrairement aux A-CARs, il existe de nombreuses enzymes, identifiées chez les
organismes marins (bactéries, algues, champignons, etc) capables de dégrader les fucoidanes,
appelées « Fucoidanases » [197]. La classification de ces enzymes semble encore étre
compliquée en raison de la complexité structurale des fucoidanes [197]. Selon la classification
CAZy, les endo-fucoidanases font partie des familles GH107 (EC 3.2.1.212) et GH168 (EC
3.2.1.211). Parmi les endo-fucoidanases nouvellement identifiées, la Fhfl et la Fhf2 de la
famille GH107, isolées de la bactérie marine Formosa haliotis, sont des endo-o(1,4)-
fucoidanase capables de dégrader des fucoidanes issus de différentes especes d’algues brunes
(Fucus evanescens, Fucus vesiculosus, Sargassum mcclurei, et Sargassum polycystum)
[198,199]. Egalement, la bactérie KMM 3553 isolée de I’algue brune Fucus evanescens,
dégrade spécifiquement des fucoidanes de classe 2 (composés d’une alternance de a-1,3-L-
fucopyranose et a-1,4-L-fucopyranose et majoritairement sulfatés en position 2) [198,200].
D’autres enzymes sont dites, endo-a(1,3)-fucoidanases, telle que 1’enzyme Mf2 de la bactérie

marine Muricauda eckloniae [201].

enzyme enzyme enzyme
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Figure 14. Mécanisme général de coupure des glycosides hydrolases par rétention [195].

Le mode d’action des fucoidanases a trés peu été étudi¢ jusqu’a présent, bien que
récemment, il a ét¢ démontré que le mode d’action des enzymes de la famille GH107 semblerait
étre similaire a celui des GH29 (exo a-L-fucoidanase), selon un mécanisme de rétention
[197,202] (Figure 14).
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2.5.2. Par syntheése totale

Mis & part la dépolymérisation des PS natifs, il est également possible d’obtenir des
petits OS par synthése totale a partir de simples monomeéres. En effet, grace aux récents progrés
dans les techniques de synthese chimique et enzymatique, la préparation d’une large gamme
d’oligoméres est rendue possible [31]. L’obtention d’OS par ces méthodes est bien plus difficile
par rapport a celle d'autres bio-polymeéres, tels que les peptides et les acides nucléiques. Cela
est di au nombre élevé de combinaisons possibles d’unités monomériques, et de leurs
substitutions [31]. De plus, l'introduction steréospécifique des liaisons glycosidiques se

présente comme un véritable defi [31].

2.5.2.1. Par synthése chimique
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Figure 15. Mécanisme général de la synthése chimique d’oligosaccharides [31]. R: H ou

saccharide.

Par synthese chimique, le principe général de la réaction implique une condensation
inter-glycosidique, entre un donneur et un accepteur de glycosyles (Figure 15) [31].
Néanmoins, elle est possible uniquement si 1’étape d’assemblage du glycosyl (donneur et
accepteur) possede un rendement élevé [31]. Par conséquent, la production d’OS chimiquement
a I’échelle industrielle reste plus compliquée a élaborer, notamment lorsque la taille des OS

dépasse 1’ordre du pentasaccharide [31,33].

A Téchelle industrielle, 1’Arixtra (fondaparinux), un médicament anticoagulant

approuve par la « Food and Drug Administration » (FDA), est un pentasaccharide synthétique
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(similaire a I’héparine de BPM) [33]. Cependant, la production de celui-ci nécessite jusqu’a 60
étapes chimiques pour obtenir un rendement de 0,1% seulement. De plus, pendant les réactions
chimiques, plusieurs étapes sont nécessaires pour éliminer les isomeres incorrects et les sous-
produits [33].

Par ailleurs, plusieurs études ont également montré la possibilité de synthétiser
chimiquement des OS d’origine algale. Par exemple, la premiére synthése chimique
d’oligoméres de fucoidanes a eu lieu en 2004 par Gerbst et son équipe qui ont réussi a produire
un trisaccharide de fucoidane de type 1 [203]. Par la suite, grace a cette méme équipe ainsi que
d’autres, des oligoméres de type 2 ont été synthétisés, ou encore des oligoméres avec des motifs

de sulfatation différents par rapport au précurseur de départ [203].

La synthése d’OS de type A- ne semble pas avoir été réalisée a ce jour, tandis qu’en
2019, Kinnaert et Clausen ont pu synthétiser un tétrasaccharide de y-CAR a partir d’un
pentaacétate de galactose commercial [204]. La synthese de différents types d’OS de galactanes

a également pu étre réalisée par la voie chimique [31,205].

D’autres types d’OS d’origine algale synthétiques ou semi-synthétiques seront présentés
dans le paragraphe «4.4 de cette étude bibliographique ».

Bien qu’il persiste de nombreux défis, ’ensemble de ces efforts fournis reste tres
prometteur quant a la possibilité d’une synthése de A-COs et de F-Os purs par voie chimique.
Si ce champ de recherche arrive a maturité, il représentera une grande avancée pour la
réalisation d’études structure-fonction beaucoup plus précises, et, a terme, la translation des OS

algaux vers la clinique.

2.5.2.2.  Par synthése enzymatique
Comme pour la synthése chimique, la synthése enzymatique d’OS a également atteint
I’échelle industrielle [31]. Elle implique [1’utilisation de glycosyltransférases et de
glycosylhydrolases permettant d'éviter les inconvenients des méthodes chimiques, gréce a une
maitrise a la fois de la régio- et de la stéréo- sélectivité de la glycosylation, durant des réactions

douces, généralement entre 20-37 °C [31,33].
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Figure 16. Mécanisme général de la synthése enzymatique d’oligosaccharides par des

glycosyltransférases (GT). R: H ou saccharides [31].

Les glycosyltransferases (E.C. 2.4.xy) catalysent le transfert de motifs saccharidiques a
partir des molécules donneuses activées, vers des molécules acceptatrices spécifiques afin de
former les liaisons glycosidiques (Figure 16) [31]. Les glycosylhydrolases (E.C. 3.2.1.-) sont
également utilisées, en étant plus facilement disponibles que les glycosyltransférases, mais
offrent généralement moins de stéréosélectivité [31]. De nombreux OS bioactifs sont produits
par l'ingénierie enzymatique, tels que des OS de galactose a partir du lactose en utilisant la béta-
galactosidase [31]. Zhang et al. 2017, ont utilisé la synthése chemo-enzymatique pour produire

des OS d’héparine en combinant des étapes chimiques et enzymatiques [33].

A notre connaissance, il n’existe pas encore d’études concernant la synthése d’OS de

CARs et de fucoidanes par la voie enzymatique.

2.6. Les méthodes de purification des A-COs et des F-Os

Pour les applications pharmaceutiques, les produits utilisés (principes actifs ou
excipients) doivent répondre a des normes de qualité tres strictes. Cela se manifeste notamment
par des exigences en matiere de pureté et d’homogénéité de ces produits, constituant ainsi I’un

des principaux défis pour les produits biosourcés en général, et des PS en particulier.
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Les PS d’origine naturelle utilisés pour ces applications a haute valeur ajoutée, subissent
tres souvent des purifications poussées a I’issue de leur extraction (voir 2.3.3 de cette étude
bibliographique). Ces méthodes sont pratiquement identiques a celles appliquées pour la

purification de leurs OS dérivants.

A T’issu de la dépolymérisation des PS, les fomulations d’OS sont des mélanges
d’espéces avec une certaine variabilit¢ dans leurs paramétres de base (PM, DS) et leurs
structures, ainsi que la présence d’impuretés ou de sous-produits de dégradation. Pour rappel,
ce degré d’hétérogénéité va dépendre de :

- L’hétérogénéité liée aux especes présentes dans la solution du PS natif qui va dépendre
de la structure du PS lui méme, influencée par la variabilité environnementale mais aussi
par les méthodes d’extraction et de raffinage utilisées.

- Des réactifs utilisés pour la dépolymérisation, tels que les acides, bases, résidus de
protéines) ou additifs comme le tampon du pH ou les sels, qui se retrouvent dans le
mélange s’ils ne sont pas éliminés.

- Dutype et des conditions de la dépolymeérisation qui, en fonction de la méthode utilisée,
va générer un certain degré de variabilité parmis les OS générés en termes de PM, DS

ou étre a I’origine de produits secondaires de dégradation.

Afin de répondre a ces problématiques, le recours a des étapes de purification est donc
souvent indispensable pour la production d’OS avec un haut de degré de pureté, compatible
avec les exigences de la pharmaceutique. Dans ce cadre, plusieurs méthodes « classiques » sont
déja réalisées a 1’échelle industrielle, que ce soit sur les PS ou sur les OS (précipitation a
I’éthanol, ultrafiltration, filtration sur membrane, dialyse, etc) [28,29,32,206]. D’autres
méthodes, plus innovantes et déja utilisées a 1’échelle du laboratoire pour des caractérisations
analytiques, sont en cours de transfert pour des applications de purification de lots a grande
échelle. Elles sont principalement basées sur des techniques chromatographiques (exclusion

stérique, sépration ionique, affinité) et électrophorétiques [28,29,32,207].
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A-COs et F-Os

a l'issue de la dépolymérisation
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Figure 17. Schéma récapitulatif des principales techniques appliquées a la purification des A-

COs et des F-Os, avec leurs avantages et inconvénients [29].

Pendant les travaux de ce doctorat, les techniques mentionnées ci-dessus n’ont servi
qu’aux caractérisations analytiques (exemple : SEC-HPLC, voir 3.1 de la Partie 2 : Matériels
et méthodes), mais nous ne les avons pas abordés pour la purification des OS. Pour cet état de
I’art, nous proposons donc un résumé succint des principales techniques de purification
accompagné de leurs avantages et inconveénients (Figure 17), ainsi que d’un tableau décrivant
quelques exemples de méthodes appliquées a la purification de A-COs et de F-Os (Tableau 4).
Dans le cas ou une méthode n’a pas été appliquée a la purification de A-COs, des exemples

d’autres types de CARs seront donnés.
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Tableau 4. Exemples de méthodes appliquées a la purification de COs et de F-Os.

colorant

Sepabilles

kDa et 54 kDa

Purification Sgpport_ de Produit Références
séparation
A 1’éthanol + Hybl’lde K-/L-: 2,4 kDa [208]
Précipitation et dialyse F-Os : 8-25 kDa [158]
filtration sur
membrane Ultrafiltration F-Os : 2,5-10 kDa [209]
Dialyse A-CO: 27,2 kDa [111]
Bio-gel P-6 k-COs, 3 fractions : DP2, DP 4 [210]
et DP6
Chromatographie -
d,exdusiongstéeique Bio-gel PAetP2 | F.og, 2 fractions: DP 2, DP 3 [54]
Superdex 30 A-COs: DP2-8 [194]
SAX-HPLC
Chromatographie (POROS HQSO) k-COs : DP5, DP7 et DP11 [211]
échangeuse
d"anions Q-Sepharose F-Os: DP4 [132]
HILIC Colonne « Click » | | et y-COs, 18 fractions: DP2-7 [212]
Maltose
Chromatographie Bleu de toluidine F-Os, 3 fractions : 26 kDa, 39
par affinité pour | immobilisé sur des [129,136]
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3. Les A-COs et F-Os thérapeutiques en oncologie (hors cible HPSE)

Les études réalisees dans le cadre de 1’évaluation des activités anti-cancéreuses des A-
COs et des F-Os seront presentées, sans inclure celles impliquant leurs effets sur "'HPSE. Etant
donné que les A-COs et les F-Os sont au cceur de notre étude, nous avons tenu a présenter ces
travaux d’une maniére détaillée selon un ordre chronologique croissant. En ce qui concerne les
A-COs a fonction anti-cancéreuse, toutes les études seront présentées. Dans le cas des F-Os, les
études les plus pertinentes (notamment les études de structure-fonction) seront présentées en

raison du grand nombre de travaux réalisés.

Les Tableau 5 et Tableau 6 sont des récapitulatifs des études portant sur les A-COs et les F-Os

dans le cancer (hors cible HPSE).

3.1.Activités anti-cancéreuses des A-COs

La premiere étude réalisée sur les A-COs dans le cancer est celle de Zhou et al. 2004
[47]. Aprés I’extraction du A-CAR natif de 1’espéce d’algue rouge Chondrus ocellatus, suivi
d’un fractionnement au KCI, un criblage a été reéalisé sur des A-COs obtenus par une
dépolymérisation hydrothermale assistée par microondes. Les différentes formulations de A-
COs obtenues ont été testées in vivo sur des modeéles de souris transplantées avec des tumeurs
murines de sarcome S180 ou de carcinome hépatique H22. Toutes les formulations obtenues
incluant le A-CAR natif ont induit une inhibition significative de la progression tumorale,
accompagnée d’effets immunomodulateurs (augmentation de la taille de la rate, de 1’activité
des lymphocytes et des cellules NK). Les résultats montrent toutefois des variations dans les
effets qui sont contexte et structure dépendants. La formulation de 15 kDa (DS= 27,8 %) et
celle de 9,3 kDa (DS= 21,8 %) de A-COs se sont démarquees des autres avec des efficacités
prometteuses a 200 mg/kg sur les tumeurs H22 et S180, respectivement. Les analyses
structurales (FT-IR) réalisées dans cette étude ont confirmé la préservation de la structure de
base, ainsi qu’une désulfatation limitée des A-COs apres la dépolymérisation du A-CAR natif (a
condition que le stress des microondes appliquées ne soit pas > 20 atm). L’effet sur des tissus
normaux n’a pas été établi. Il s’agit également de la premiére étude ayant realisé un criblage
de A-COs dans le cancer.

La méme équipe précédente de Zhou et al. a poursuivi les études en 2005 puis en 2006

en démontrant ’avantage d’utiliser les A-COs comme adjuvants a la chimiothérapie a base de
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5-fluorouracile (5-Fu) [213,214]. Les formulations de 9,3 et 15 kDa ont montré des effets anti-
tumoraux par immunomodulation, respectivement sur les tumeurs murines S180 et H22.
Pendant 7 jours, des doses de 100 mg/kg/J du A-CO (9,3 kDa) ont été combinées a des doses de
25 mg/kg/J de 5-Fu (par voie orale). Cela a résulté en un taux d’inhibition de la tumeur du
sarcome S180 de 63,87 % par rapport a 37,30 % avec un traitement au 5-Fu seul. Cette
combinaison a également permis d’augmenter la taille de la rate, qui a tendance a diminuer avec
un traitement au 5-Fu seul. Egalement, le traitement combiné a permis de restaurer la
prolifération des lymphocytes qui était réduite par le 5-Fu seul et d’augmenter les niveaux du
Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-a), une cytokine pro-inflammatoire et anti-tumorale
secrétée par des macrophages activées [215]. Des résultats similaires ont été obtenus en utilisant
le A-CO de 15 kDa sur les tumeurs murines hépatiques H22 [214]. Ces études confirment donc
I’effet bénéfique que pourrait avoir les A-COs comme traitements adjuvants aux
chimiothérapies, en augmentant leur activité anti-tumorale et en améliorant
I’immunocompétence qui est altérée par la chimiothérapie seule. Ces études ont donc permis
d’étudier les A-COs dans deux modeéles de cancers différents, et de générer des données in
vivo. De plus, le fait que la meilleure efficacité envers un modele soit obtenue avec un A-

CO d’un Mn et d’un DS donné, fait preuve d’une relation structure-fonction.

Une autre étude réalisée par Chen et al. 2007, a également montré un potentiel anti-
cancéreux trés prometteurs sur deux modeles différents, avec un A-CO (3,35 kDa) obtenu par
une hydrolyse acide supportée utilisant une résine cationique (provenance du A-CAR natif non
indiquée) [168]. lls ont montré d’une part, sur le modéle de la membrane choriollantoide
d’embryon de poulet (CAM assay), une inhibition a plus de 50% de la formation des vaisseaux
par une concentration de 100 et 200 pg/ceuf apres 48h de traitement au A-CO. D’autre part,
I’impact du A-CO a été évalué sur les cellules endothéliales humaines HUVECs, impliquées
dans les processus d’angiogeneése. La survie (mesurée par test MTT) de ces cellules a été inhibée
de maniére dose dépendante (0,125-1 mg/mL) aprés 24 et 48h de traitement. A 1mg/mL
pendant 48h, une inhibition de 60,23% de la survie a été observée sur les cellules HUVECs,
alors que sur des cellules humaines du cancer hépatique Bel-7402 et sur des hépatocytes
normaux humains L-02, cette inhibition est restée trés minime (< 20%.). Cela a été expliqué
d’une maniére un peu précipitée, par le fait que lorsqu’une haute de dose de A-CO arrive dans
un tissu tumoral, elle inhibe la prolifération des cellules endothéliales en premier lieu, avant

d’attaquer les cellules tumorales et normales, ce qui permet d’inhiber I’angiogenése de manicre
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efficace. Il faut aussi noter la dose de 1 mg/mL utilisée qui reste élevée. Par la suite, de
maniére plus classique, 1’étude montre que la formation des tubes capillaires par les cellules
HUVECs a été inhibée a une dose non toxique de 200 pug/mL de A-CO apres 24h. L’invasion et
la migration des cellules HUVECs ont également été significativement inhibées a 200 pg/mL
apres un traitement de 24 et 48h, respectivement. Ces effets ont été expliqués par 1’inhibition
de I’expression des MMP-2 (76,02%) mesurée a 120 pug/mL aprés 24h de traitement. 1l est
néanmoins regrettable que les expériences d’invasion et de migration n’aient pas été étendues
sur un modele de cellules cancéreuses. Le A-CAR natif n’a pas été utilisé comme contrdle
dans cette étude. Il faut également noter qu’aucune caractérisation structurale, ni

d’estimation du DS, n’ont été effectués sur les A-COs.

En 2009, la méme équipe précédente de Chen et al. a approfondi ses études pour
explorer la mécanistique de 1’effet anti-cancéreux du méme A-CO sur les HUVECs [216]. Le
stress oxydatif est I’un des éléments responsables de la mort cellulaire, poussant cette équipe a
¢tudier en premier 1’effet du A-CO sur les niveaux des especes réactives d'oxygene. Aprés 24h
de traitement a des concentrations de 0,8 et 1 mg/mL, les niveaux de fluorescence
intracellulaires des espéces réactives d’oxygene étaient 11,4 et 13,2 fois plus élevés par rapport
au contrble, respectivement. De plus, I’apoptose précoce a €été induite de maniére dose
dépendante, avec 41,11 % de cellules apoptotiques aprés 24h de traitement a 1 mg/mL. Cette
apoptose a été expliquée par I’augmentation des niveaux des protéines pro-apoptotiques (P53,
Bax, caspases- 9 et 3) et par une diminution de la protéine anti-apoptotique Bcl-2. Cela a
également été accompagné d’un arrét du cycle cellulaire en phases S et G2/M. Ces résultats
suggérent que 1’exposition a de hautes concentrations du A-CO active la voie apoptotique
mitochondriale ainsi que I’arrét du cycle cellulaire a travers la génération des espéces réactives
d'oxygeéne. Ces résultats sont similaires avec ceux de Mi et al. 2008, sur lesquels uniquement

le résumé de I’article est accessible [217].

Calvo et al. 2019 ont comparé les effets anti-prolifératifs de plusieurs types de CAR
natifs et de leurs dérivés dépolymérisés [111]. Dans cette étude, les effets anti-prolifératifs
(mesurés par MTT) sur les cellules LM2 dérivées d’un adénocarcinome murin étaient beaucoup
plus significatifs avec un traitement par les k- et 1- CARSs natifs par rapport a un traitement par
le A»-CAR natif. Ces résultats ont été expliqués par le fait qu’un DS élevé n’était pas tres

avantageux pour une activité cytotoxique. L’étude s’est poursuivie par la comparaison de

70



Etude bibliographique

I’activité cytotoxique d’un A-CO de DP= 43,2 et de deux k-COs de DP 25,5 et 6,5 ; obtenus par
des hydrolyses acides apres une purification par dialyse. Les ICso de leurs activités cytotoxiques
sur les cellules LM2 ont été estimées a 0,95+0,11 mg/mL; 0,39+0,05 mg/mL et & 0,38+0,04
mg/mL, respectivement. Dans cet article, ils ont conclu que la dépolymérisation a permis
d’améliorer les effets cytotoxiques, or, en se basant sur les résultats donnés, il est possible de
noter une contradiction quant au cas du k-CAR natif (I1Cso estimée a 0,23+0,02 mg/mL),
et des k-COs. Néanmoins, dans tous les cas, la toxicité des k-COs reste supérieure a celle
du A-CO, (qui a un DP plus élevé), mettant en avant I’effet sucre-dépendant vis-a-vis d’un
méme type cellulaire. Dans cette étude, I’effet anti-proliferatif des candidats n’a pas été
testé sur des cellules normales. Enfin, malgreé les caractérisations structurales poussées

(RMN), le DS n’a pas été estimé pour I’ensemble des OS générés.

Cicinskas et al. 2020 ont etudie I'activité immunomodulatrice et anti-tumorale des k- et
A- CARs (174,5 et 260-300 kDa, respectivement) natifs extraits de I’espéce d’algue rouge
Chondrus armatus et raffinés par un fractionnement au KCl, ainsi que leurs COs (0,7-20 et 10—
170 kDa pour le k- et A- CO, respectivement) [112]. Ces derniers ont été obtenus par une
hydrolyse acide a I’HCI pour les k- et par hydrolyse hydrothermale pour les A- (suivies de
dialyses). Il est possible de remarquer une large dispersion dans les PM, notamment dans celui
du A-CO, indiquant la résistance du A-CAR natif au type d’hydrolyse appliquée. Globalement,
de maniére dose dépendante (0-0,1 pug/ml), tous les candidats testés ont induit une augmentation
de la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires (IL1p, IL6, IL18, et TNFa) par les monocytes
humains, avec la meilleure efficacité obtenue par le biais du A-CO. De plus, ce dernier était le
seul a pouvoir induire la sécrétion de la cytokine anti-inflammatoire IL10. Les auteurs n’ont
toutefois pas replacé ses effets d’immunomodulation dans un contexte oncologique. Par
ailleurs, de maniére pratiquement dose dépendante également, tous les échantillons testés ont
montré un effet anti-métabolique (mesuré par MTT) sur deux lignées d’adénocarcinome de
I’cesophage humain, avec un meilleur effet sur les cellules FLO1 en présence du k-CO et du A-
CO (apres 24h a 400 pg/mL), contrairement aux cellules KYSE-30, dans lesquelles les CARs
natifs étaient plutét plus efficaces que leurs COs respectifs (dans les mémes conditions de
traitement). Les différents candidats testés n’avaient pas d’effets sur la mort cellulaire (calculée
par un marquage des noyaux), suggérant que leurs actions se restreignaient au métabolisme
cellulaire qui induisait un arrét du cycle cellulaire. Pris ensemble, ces résultats soutiennent I'idée

que les CARs, notamment de BPM, sont des composés naturels immunologiquement actifs
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prometteurs doublés d’une activité anticancéreuse. Egalement, sur des cellules normales de type
leucocytes humaines et fibroblastes, aucun effet significatif n’a été observé. Ces résultats
montrent encore que 1’effet biologique dépend de la structure moléculaire, du PM, du type
cellulaire, et de la dose de traitement. Des caractérisations structurales de type composition

monosaccharidique, et FT-IR ont été réaliées. Néanmoins, le DS n’a pas été estimé.

L activité anti-proliférative et pro-apoptotique de k-COs (0,9 kDa) et de A-COs (21,9
kDa) a été évaluée in vitro sur des modeéles de cancers gastro-intestinaux (KYSE-30, FLO-1,
HCT-116 et RKO) par Tiasto et al. 2022 [113]. Les PS natifs extraits de 1’algue rouge Chondrus
armatus (suivi d’un fractionnement au KCI) ont subi une sonication pour produire les OS
(purifiés par dialyse). Les résultats ont montré un effet cytotoxique (mesuré par MTT) sur toutes
les lignées cellulaires avec des ICso comprises entre 184-405 pg/mL. De maniére intéressante,
les effets sur le cycle cellulaire sont distincts en fonction du type de COs et du type de cellules
cancéreuses. Par exemple, dans les cellules KYSE-30, le traitement avec le k-CO (ICso= 394
pg/mL) a induit & un blocage du cycle cellulaire en phase G2/M, alors que le A-CO (ICso= 352
pg/mL) a induit un blocage en phase G1. Plus en détail, les deux OS ont induit une diminution
des niveaux protéiques de plusieurs marqueurs impliqués dans le cycle cellulaire (CDK2,
E2F2). Concernant I’apoptose, les effets peuvent varier en fonction du type de CO. En effet, les
deux OS ont induit I’apoptose sur les adénocarcinomes, en particulier sur les cellules humaines
du carcinome colique RKO, ou le A-CO (248,3 ug/mL) a induit une apoptose tardive, et le x-
CO (350,6 pg/mL) une apoptose précoce. Aucun effet significatif n’a été observé sur la lignée
humaine épithéliale saine (RPE-1). Dans cette étude les CARs natifs n’ont pas été inclus
dans les contrdles. La structure des COs obtenus a été caractérisée par RMN et FT-IR.

Le DS n’a pas été estimé.

Les derniers travaux de 1’activité anti-cancéreuse (hors cible HPSE) des A-COs se
cléturent avec 1’étude de Tang et al. 2023, dans le cadre du carcinome gastrique humain BGC-
823 [163]. C’est la deuxieme étude utilisant le A-CO en combinaison avec un traitement
chimiothérapeutique. Dans cette étude, un A-CO de 1,8 kDa et d’un DS de 38,15 % a été
préparé par une hydrolyse acide (HCI) a partir du A-CAR natif commercial. La solution de A-
CO a été purifiée par ultrafiltration (cut-off de 5 kDa). Les résultats ont montré que la viabilité
(mesurée par un test d’absorbance CCK-8 assay) des cellules BGC-823, n’était impactée par le

A-CO (de maniére dose dépendante) qu’en présence d’un milieu de culture conditionné par des
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cellules mononucléées de la leucémie myéloide humaine THP-1. La plus haute inhibition de la
viabilité cellulaire (20,5 %), et le plus haut effet pro-apoptotique ont été obtenus aprés 24h de
traitement a une concentration de 20 pg/mL avec le A-CO. Néanmoins, ces effets restent
inférieurs a ceux du traitement avec le 5-Fu, une chimiothérapie de référence dans le traitement
du cancer gastrique. De maniére intéressante, dans ces mémes conditions, les niveaux
protéiques des cytokines pro-inflammatoires incluant le TNF-a et I’interféron gamma (IFN-y)
ont été significativement augmentés par le A-CO en présence du milieu conditionng,
contrairement au 5-Fu, qui a plutot diminué la sécrétion de ces cytokines. Par ailleurs, in vivo
sur un modele de souris BALB/c injectées par les cellules BGC-823, le A-CO a induit une
diminution de la progression tumorale en fonction du temps, et cela de maniere dose dépendante
(76,9 % a 200 mg/kg apres 21 jours). Le taux d’inhibition a été augmenté de 21,2 % en
combinant le traitement du A-CO & celui du 5-Fu. Egalement, les résultats obtenus in vitro ont
été confirmés in vivo par une augmentation des niveaux protéiques des cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a et IFN-v) et des protéines pro-apoptotiques (forme clivée de la caspase-
8). Le A-CAR natif n’a pas été inclus comme contrdle. Egalement, celui-Ci n’a pas été
fractionné au KCI afin d’éliminer la présence du type k-. Les résultats sont cohérents avec
ceux des travaux de Zhou et al. 2005, 2006, démontrant que le .-CO peut améliorer I’effet
anti-tumoral du 5-Fu tout en évitant I’'immunosuppression induite par celui-ci [213,214].

Enfin, des analyses structurales en MS ont éte realisés.

Tableau 5. Récapitulatif des études portant sur les A-COs dans le cancer (hors cible HPSE).

PM DS , ‘e
Type de cancer Effet observeé Dose Référence
(kDa) | (%)
Tumeur murine de sarcome S180
9,3 21,8
(in vivo)
_ __ 200 mg/kg [47]
Carcinome hépatique H22
15 27,8
(in vivo)
i Inhibition de la
Tumeur murine de sarcome S180 ) 100 mg/kg
9,3 21,8 o progression tumorale par [213]
(in vivo) ) . . de
immunostimulation
- 7 - A-CO
Carcinome hépatique H22 _
o combinés a
15 27,8 (in vivo) [214]
25 mg/kg de
5-FU
Cellules endothéliales humaines o o
3,35 - Inhibition de la viabilité 1 mg/mL [168]
HUVECs
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(in cellulo) Anti-angiogénique, anti-
. .| 200 pg/mL
migratoire et anti-invasif
HUVECs Pro-apoptotique,
3,35 - ) X ) 1 mg/mL [216]
(in cellulo) arrét du cycle cellulaire
Adénocarcinome murin : cellules )
Cytotoxique non 1C50=0,95
6,9 - LM2 o [111]
. significatif mg/mL
(in cellulo)
10 Adénocarcinome de I’oesophage Immunostimulation,
170 - humain : cellules FLO1 inhibition de la viabilité | 400 pg/mL [112]
(in cellulo)
Gasto-intestinale :
cellules KYSE-30 Arrét du cycle cellulaire
. 352 pg/mL
(in cellulo)
21,9 - [113]
Gasto-intestinal: cellules RKO
. . 248,3
(in cellulo) Pro-apoptotique
pg/mL
Gastrique :
20 pg/mL
cellules BGC-823 o
. Pro-apoptotique, in vitro
(in cellulo)
inhibition de la
1,8 | 3815 ) 200 mg/kg [163]
Souris injectées avec les cellules progression tumorale,
. . . A-CO + 20
BGC-823 immunostimulation
L mg/kg 5-Fu
(in vivo)
(in vivo)
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Cette etude bibliographique sur les A-COs dans le cancer (hors cible HPSE) indique que :

Les seuls cancers humains étudiés jusqu’a présent sont de type gastrique.

Quatre études uniquement ont éte réalisées in vivo.

Trois études combinent les A-COs a des traitements chimio-thérapeutiques.

Aucune étude clinique n’a été réalisée sur les A-COs.

Les A-COs ne sont pas cytotoxiques sur des cellules normales.

Les effets anti-tumoraux sont sucre-dépendants et type cellulaire-dépendants.
Globalement, les effets observés sont anti-prolifératifs a travers une induction de
I’apoptose et un arrét du cycle cellulaire in vitro. In vivo, il y a une diminution de la
progression tumorale (baisse du poids de la tumeur). Ces effets peuvent également étre
accompagnés d’une immunostimulation.

Aucune étude n’a été réalisée sur I’effet anti-invasif, anti-migratoire, anti-angiogénique
et anti-métastatique, de A-COs sur cellules cancéreuses.

Aucune étude n’a été portée sur le A-CO dans le cadre de cancers liquides.

Confusion dans I’utilisation des termes « cytotoxicité » et « anti-métabolique ».
Uniquement une seule étude a réalisé un criblage de différents A-COs.

Apres la dépolymérisation, les A-COs ne sont pas toujours purifiés.

Les caractérisations structurales de types FT-IR et RMN ne sont pas toujours réalisées.
Plusieurs études n’ont pas estimé le DS.

En général un fractionnement au KCI est réalisé afin de séparer le A-CAR du x-CAR.

Les espéces d’algues rouges Chondrus ocellatus et Chondrus armatus sont trés utilisées.

3.2.Activités anti-cancéreuses des F-Os

Contrairement aux A-COs, les études sur les F-Os dans le cancer (hors cible HPSE) sont

tres nombreuses, avec des mécanismes d’action moléculaire mieux élucidés. Cela est
certainement d0 au fait que plusieurs espéces d’algues brunes produisent du fucoidane,
contrairement au A-CAR qui est principalement synthétisé par I’espéce d’algue rouge Chondrus
crispus. Plusieurs excellentes revues ont résumé les études portées sur les F-Os dans le cancer
[36,108,218-220]. Dans cette partie, nous préterons beaucoup plus d’attention aux études de
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structure-fonction, et aux études cliniques réalisées sur les F-Os dans le cancer (hors cible
HPSE).

En 2011, Cho et al. ont étudié la relation entre la sur-sulfatation et I’activité anti-
cancéreuse in vitro de différentes fractions de fucoidane [55]. Aprés I’extraction du fucoidane
natif de I’espéce Undaria pinnatifida, une hydrolyse par I’H20> a été appliquée, suivie d’un
fractionnement par ultrafiltration (cut-off de 30 ou de 5 kDa), afin de produire des fractions a
30 kDa<My < 5kDa (Fs-30k), et > 30 kDa (F>30k). Ensuite, sur ces derniéres, une sur-sulfatation
a été appliquée ou non. L’activité anti-cancéreuse (mesurée par un test colorimétrique de la
densité cellulaire) a ensuite été évaluée sur la lignée cellulaire humaine du cancer de I’estomac
AGS. Les résultats ont montré qu’entre 0,2 et 0,8 mg/mL, les fractions Fs.30k, avaient une
activité anti-cancéreuse dose-dépendante (19,2%-57,5%), contrairement aux fractions F>3ok qui
ont présente une plus faible activité dose-dépendante (18,0 %-28,5%). En revanche, lorsque ces
fractions étaient sur-sulfatées, ’activité anti-cancéreuse avait significativement augmenté.
Dans cette étude, ces effets n’ont pas été comparé a ceux du fucoidane natif. De la

caractérisation structurale en FT-IR a été réalisée.

En 2013, Zhang et al. ont étudié I’effet anti-cancéreux d’un F-O préparé (Mw= <0,5
kDa, DS= 14,5 %) par une digestion enzymatique, a partir d’un fucoidane natif extrait de
I’espece Cladosiphon navae-caledoniae. [221] L’exposition des cellules MDA-MB-231 a ce
F-O a induit une baisse de la viabilité (mesurée par MTT) de maniere dose dépendant, et une
apoptose (a 820 pg/mL) associée a I’activation des caspases et a un dysfonctionnement
mitochondrial. Les effets n’ont pas été compareés a ceux du fucoidane natif, et les cellules
normales n’ont pas été testées. Une caracteérisation structurale de la composition
monosaccharidique a été réalisée. En revanche, I’information sur une éventuelle
purification du F-O n’a pas été donnée.

En 2015, Chen et al. ont étudié 1’activité anti-angiogénique et anti-tumorale d’un F-O
d’un PM de 760 Da et d’un DS de 40,8 %, préparé par voie enzymatique a partir du fucoidane
natif extrait de I’espéce d’algue brune Sargassum hemiphyllum, et purifié par ultrafiltration
(cut-off de 30 puis de 1 kDa) [222]. Dans un premier temps, ils ont démontré que de maniere
dose dépendante (0-100 pg/mL), ce candidat réduisait significativement la formation des tubes
capillaires des cellules HUVECs induite par I’hypoxie et ’addition du « vascular endothelial

growth factor » (VEGF). Dans la lignée cancéreuse humaine de la vessie T24 hypoxique, la
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migration et ’invasion n’étaient que de 24,57 et 6,32 % par rapport au contrdle en présence de
100 pg/mL du F-O. Dans ces cellules, I’induction de 1’hypoxie a été marquée par une
augmentation des niveaux protéiques et de I’activité transcriptionnelle du facteur induit par
I’hypoxie HIFla, du VEGF, et par I’augmentation de la production en H20.. Ces altérations
induites par I’hypoxie ont dramatiquement été réduites par le F-O a 100 pug/mL. In vivo, dans
des modéles de souris xénogreffes injectées par les cellules T24, le F-O a également
significativement inhibé 1’angiogenése et la progression tumorale, de maniére dose dépendante
(80-300 mg/kg, pendant 30 jours). Aucune baisse du poids total des souris n’a été observée. Il
a également été démontré que le candidat agissait a travers I’inhibition de la voie de
signalisation PI3BK/AKT/mTOR induite par la fixation du VEGF a son récepteur (VEGFR) dans
des conditions d’hypoxie. Dans cette étude, le fucoidane natif n’a pas été inclu dans les

contréles, et aucune caractérisation structurale poussée du F-O n’a été réalisée.

Par ailleurs, les F-Os se démarquent par rapport aux autres OS d’origine algale par le
fait qu’ils soient les seuls a avoir atteint le stade des études cliniques [36]. Par exemple en 2017,
un F-O de 0,8 kDa avec un DS de 38,9 %, obtenu par une hydrolyse enzymatique a partir du
fucoidane natif (extrait de 1’espece d’algue brune Sargassum hemiphyllum) a été préparé pour
un essai clinique [223]. Cet essai a été réalisé afin d’évaluer 1’effet du F-O en tant qu’adjuvant
chez des patients atteints d’un cancer colorectal métastatique. Pour ce faire, deux groupes de
patients ont été désignés, un recevant 1’adjuvant F-O (28 patients, 4g deux fois jour), et un
groupe contréle (26 patients, 4 g de cellulose deux fois jour). Les deux groupes ont recu un
traitement chimiothérapeutique a base d’acide folinique, de 5 F-u, d’Irinotecan et de
Bevacizumab, comme premiére ligne de traitement. Aprés 6 mois de traitement, le taux de
contréle de la maladie (la somme de la réponse compéte, la réponse partielle et la stabilité de la
maladie) était beaucoup plus significatif dans le groupe traité avec 1’adjuvant F-O. En ce qui
concerne la survie, les effets secondaires (des chimiothérapies) et la qualité de vie, les
différences n’étaient pas significatives entre les deux groupes. Le F-O a été produit par une
entreprise disposant de la certification « bonnes pratiques de fabrication ». D’autres
exemples sur des études cliniques avec les F-Os dans le cancer sont reportées dans la revue de
Turrini et al. 2023 [36].

En 2020, Gupta et al. ont réalisé une étude structure-fonction de 1’effet de différents

fucoidanes sur un ostéosarcome humain (lignée MG63) [40]. Dans cette étude, le fucoidane
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natif commercial (de I’espéce Fucus vesiculosus, 20-200 kDa, DS= 33,92%), et celui extrait de
I’espéce Sargassum filipendula (PM= mélange non fractionne, DS= 16,52%), ont été étudiés.
Le fucoidane de cette derniere a été purifié par dialyse puis fractionné (par ultracentrifugation)
pour produire trois fractions différentes: 10-50 kDa (DS= 15,05 %), 50-100 kDa (DS=
25,99%), et > 100 kDa (DS= 20,13%). Les résultats ont montré que 1’arrét du cycle cellulaire
en phase Gl et I’accumulation des cellules en phase sub-G1, ont été plus forts, suite aux
traitements (100 pg/mL) avec les fucoidanes ayant le plus haut DS. En revanche, la
fragmentation mitochondriale n’a eu lieu qu’avec le fucoidane natif de 1’espéce Fucus
vesiculosus. De plus, ce dernier a induit I’apoptose, contrairement au fucoidane natif de I’espece
Sargassum filipendula, qui lui, a causé une nécrose. Il faut noter que ces deux fucoidanes
natifs étaient différents en termes de PM, de DS et de composition monosaccharidique.
Ainsi, cette étude met en valeur a la fois 'importance du DS et de la structure dans

Pactivité anti-cancéreuse des fucoidanes.

Dans une étude realisée par Chen et al. 2022, il a été démontré que le traitement avec
un F-O purifié de 1,2 kDa et d’un DS de 35,4 % (obtenu par une hydrolyse enzymatique a partir
du PS natif extrait de I’espéce Laminaria japonica) induisait des effets cytotoxiques (apoptose,
et arrét du cycle cellulaire en phase G2/M), un effet immunomodulateur (polarisation des
macrophages), anti-migratoire et anti-métastique, et cela en combinaison avec le traitement
chimiothérapeutique 1’Olaparib, dans le cadre du TNBC (in vitro dans les cellules MDA-MB-
31 et in vivo dans des souris injectées avec les cellules 4T1) [224]. Dans cet article, le
fucoidane natif n’a pas été inclu comme controle. La composition monosaccharidique a

été déterminée.

Récemment, en 2023, Luo et al. ont examiné les effets anti-prolifératifs et apoptotiques
de deux fucoidanes (F1 et F2) isolés et purifiés de I’espece Sargassum hemiphyllum, avec leurs
deux dérivés dépolymeérisés (DF1 : 14,9 kDa ; DS 14,89 % et DF2 : 21,3 kDa ; DS 29,88 %)
[225] par I’'H202 couplé a I’acide ascorbique, puis purifiées (sur une colonne de SEC). Les
études ont été menées sur trois lignées modélisant différents cancers : un carcinome
hépatocellulaire humain (HepGz2), un carcinome utérin humain (Hela) et un cancer du poumon
humain (A549). Les résultats ont montré que les quatre fractions (F1, F2 ; DF1, et DF2) ont
réduit (a 0,5 & 8 mg/mL) I’activité métabolique (mesurée par MTT) des lignees Hela et A549,

avec des effets plus forts sur les cellules HepG2. Le meilleur effet a été celui de DF2 avec une
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ICso de 2,2 mg/mL, justifiant la corrélation entre les bioactivités des F-Os et leurs teneurs en
sulfates et leurs PM. En revanche, sur les cellules hépatiques normales, les effets étaient tres
faibles. Par ailleurs, le plus haut pourcentage de cellules apoptotiques était dans les cellules
HepG2, révelant un potentiel dans la thérapie anti-cancéreuse ciblant le foie. Dans cet article
les différents candidats ont été caractérisés par la détermination de la composition

monosaccharidique et par FT-IR.

Tableau 6. Quelques exemples d’études réalisées sur les F-Os dans le cancer (hors cible

HPSE).
PM DS ) .
Type de cancer Effet observé Dose Référence
(kDa) | (%)
Cancer humain de . ]
56,8 Activité anti-cancéreuse
I’estomac (lignée o
5-30 (sur- AGS) (mesure de la densité 0,8 mg/mL [55]
sulfaté) ) cellulaire)
(in cellulo)
TNBC (lignée Baisse de la viabilité
<0,5 14,5 MDA-MB-231) cellulaire, 820 pg/mL [221]
(in cellulo) effet pro-apoptotique
Cancer humain de . o
o Effet anti-angiogénique et
la vessie (lignée . o ] )
anti-tumorale in vitro et in In vitro: 100 pg/mL
0,76 40,8 T24) ) ’ ) [222]
) ) vivo (sur des xénogreffes In vivo: 300 mg/kg
(in cellulo et in )
) murins)
vivo)
4 g deux fois par
Cancer colorectal ) jours pendant 6 mois
) . Augmentation du taux de ]
0,8 38,9 métastatique . ] en supplément avec [223]
o contrdle de la maladie .
(essai clinique) des traitements
chimiothérapeutiques
Ostéosarcome
humain (lignée o ]
10-50 | 15,05 Anti-métabolique 100 pg/mL [40]
MG63)
(in cellulo)
Anti-prolifératif, pro- )
) ) In vitro: 400 pg/mL
TNBC (in cellulo apoptotique,
1,2 35,4 MDA-MB-231, in immunomodulateur, anti- ) [224]
) . . . In vivo : 150 mg/kg
vivo 4T1) migratoire et anti- ]
] ] pendant 5 semaines
métastatique,
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en combinaison avec
I’Olaparib

21,3

Carcinome
hépatocellulaire
humain (HepG2),
carcinome utérin

29,88 . pro-apoptotique (uniquement 0,5-8 mg/mL [225]
humain (Hela), et
sur les HepG2)

Effet anti-métabollique,

cancer du poumon
humain (A549)

(in cellulo)

Cette étude bibliographique sur les F-Os dans le cancer (hors cible HPSE) indique que :

Les F-Os se demarquent des A-COs par le fait qu’ils soient testés sur différents cancers
humains dans plusieurs processus (migration, angiogenése et métastases), et qu’ils aient
atteint le stade clinique.

La plupart des F-Os étudiés ne sont pas cytotoxiques sur des cellules normales.

Les effets observés sont anti-prolifératifs accompagnés souvent d’une induction de
I’apoptose in cellulo. In vivo, il y a une diminution de la progression tumorale.

Des effets immunomodulateurs, anti-migratoires et anti-métastiques, ont été observés
in cellulo et in vivo, avec des combinaisons a des chimiothérapies.

Aucune étude n’a été portée sur les F-Os dans le cadre de cancers liquides (a part les
travaux collaboratifs de notre équipe avec le laboratoire CRIBL (UM7276 INSERM
1262), qui seront presentés ultérieurement.

Apres la dépolymérisation, les F-Os ne sont pas toujours purifiés.

Les caractérisations structurales de types FT-IR et RMN sont utilisées.

Comme pour les natifs, les espéces les plus étudiées sont Fucus vesiculosus, Sargassum

sp, Undaria pinnatifida.
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4. L’inhibition de ’héparanase (HPSE), un phénotype d’intérét a cibler
4.1.Généralités sur I’HPSE

L’HPSE est une protéine multifonctionnelle purifiée initialement du placenta humain et
du mastocytome (tumeur maligne des mastocytes) murin [63]. Chez I’homme, son expression
se limite a quelques tissus uniquement, dont le placenta, les organes lymphoides, les
kératinocytes, les plaquettes et les cellules immunitaires [62,63,65]. En revanche, chez les
rongeurs du genre Spalax, I’HPSE est répandue dans divers tissus incluant le foie, le cceur, le

cerveau et les yeux [62,63,65].

Lors des conditions physiologiques, 1’expression de ’HPSE est exclusivement régulée
dans le cadre des processus vitaux tels que la régénération tissulaire, le développement
embryonnaire, I’immunosurveillance ou encore la croissance capillaire [62,63,226]. Elle est
préférentiellement surexprimée durant les conditions pathologiques telles que celles du cancer.
Sa surexpression dans les cellules tumorales faiblement métastatiques chez les animaux de

laboratoire, leur confére un phénotype hautement invasif [227].

La régulation positive de ’HPSE a été confirmée dans pratiquement toutes les tumeurs
humaines primaires examinées [64]. Sa haute expression a initialement été prouvée dans les
tumeurs solides d’origine épithéliale incluant les carcinomes du c6lon, du foie, du pancréas, de
la thyroide, du col de l'utérus, de la vessie, de la prostate, du sein, ou encore de I’estomac [64].
Par la suite, cela a été également démontré dans le cas de tumeurs hématologiques, des

sarcomes, et plus tard, dans les tumeurs du systeme nerveux central [64].

Des études cliniques ont montré que la détection de niveaux élevés de I’HPSE dans les
tissus cancéreux, était associée a un mauvais pronostic par rapport a des patients présentant peu
ou pas d’HPSE [228]. En effet, les patients diagnostiques comme « HPSE positifs »
présentaient un taux significativement plus éleve de métastases locales et distantes, ainsi qu'une
survie postopératoire réduite, par rapport a des patients diagnostiqgués comme «HPSE
négatifs » [228]. De plus, spécialement dans les tumeurs solides, les analyses
immunohistochimiques ont montré que les niveaux les plus élevés de ’HPSE semblaient se
situer dans les zones a caractere invasif de la tumeur, alors que le tissu sain adjacent ne

présentait aucun signal détectable [64]. Egalement, plusieurs études de suivi clinique ont

81



Etude bibliographique

montré une augmentation de la masse tumorale et de I'angiogenése, chez les patients présentant

une expression élevee de I'HPSE [64].

L’HPSE est impliquée dans la progression tumorale a travers son activité enzymatique
ou non enzymatique a 1’échelle extracellulaire ou intracellulaire. Il faut également noter que
chez I’homme, il existe une isoforme de I’HPSE, appelée HPSE2. Cette derniére, contrairement
a I’HPSE, ne posséde pas d’activité enzymatique connue a ce jour. Des études ont toutefois
démontré qu’elle serait capable de réguler I’activité enzymatique de I’HPSE [228,229], et de

prévenir le développement du cancer notamment de la téte et du cou [230].

4.2.1Le mode d’action de I’héparanase
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Figure 18. Le mode d’action de I’HPSE sur son substrat naturel I’HS. (A) Structure des HS et
(B) leur clivage par I’'HPSE [231].

L’HPSE est une B-D-endo-glucuronidase présente au niveau de la MEC des cellules
endotheliales et épithéliales [65], faisant partie de la large classe d’enzymes appelée
glycosidases de rétention, catalysant un clivage hydrolytique des liaisons glycosidiques avec

une rétention nette de la stéréochimie anomérique [228].
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Chez les mammiferes, elle est décrite comme la seule enzyme connue capable de cliver
les chaines d’héparanes sulfates (HS) des protéoglycanes [65]. Les HS sont des
glycosaminoglycanes (GAG), décrits pour étre des composes majeurs de la MEC [65]. Ils sont
composeés par des unités disaccharidiques répétitives de D-glucosamine (GIcN) reliées par une
liaison osidique de type a-1,4 a un acide glucuronique (GIcA) ou un acide iduronique (IdoA)
(Figure 18 A) [231,232]. Le polymére de ces GAG est forme lors de leur biosynthese a travers
l'enchainement de ces unités disaccharidiques par des liaisons B-1,4 [232]. Des modifications
dans la chaine peuvent avoir lieu a différentes positions, comme par exemple, une N-
acétylation, une N-sulfatation ou encore une O-sulfatation, principalement en position 6 et dans
de rares cas en position 3 des résidus GIcN [232]. Le clivage des liaisons B-glycosidiques des
chaines d’HS par I’HPSE a lieu entre une GIcN et un GIcA ou IdoA (Figure 18 B). Gréce a
I’utilisation de substrats naturels et/ou synthétiques, il a pu étre montré qu’un trisaccharide était
le motif minimum de reconnaissance des HS par I’HPSE [233]. En revanche, il a été suggéré
que le profil de sulfatation aurait plus d’influence sur la reconnaissance de ce substrat par
rapport & la séquence saccharidique sulfatée elle-méme [233]. Ce clivage va étre a ’origine
d’un remodelage de la MEC, s’accompagnant de la libération de fragments constitués de
domaines sucres sulfatés liés a des facteurs de croissance, des chimiokines et des cytokines
[64,65,234]. Ces derniers peuvent par la suite se fixer sur des récepteurs membranaires et
déclencher des voies de signalisation, impliquées notamment dans des processus pathologiques

tels que I’invasion, I’angiogeneése et la prolifération des cellules cancéreuses [64,65,234].

4.3.Le role de I’héparanase dans la progression tumorale
L’HPSE intervient dans la progression tumorale a travers son activité enzymatique et
non enzymatique et cela aussi bien dans différents compartiments incluant le milieu
extracellulaire qu’intracellulaire. Dans cette partie, nous allons présenter quelques exemples de
processus clés du développement et de la progression tumorale soutenus par I’action de ’'HPSE,
incluant I’induction de I’angiogenése, la favorisation de I’inflammation tumorale, 1’activation

de I’invasion et des métastases, etc (Figure 19).

83



Etude bibliographique

Induit I'angiogenése

Permet 'immortalité
réplicative

Favorise I'inflammation
tumorale

Maintient le signal de

Active lI'invasion et les
<: prolifération

métastases

Induit la résistance a la mort
cellulaire

Permet I'échappementa la
destruction immunitaire

Permet I'’échappement aux
suppresseurs de croissance

Figure 19. Schéma récapitulatif de processus tumoraux clés favorisés par I’HPSE dans le

microenvironnement tumoral [65].

4.3.1. Effets médiés par son activité enzymatique
4.3.1.1. Role dans la prolifération tumorale
Les HS séquestrent des protéines dites « HS binding proteins (HSBP) » qui
régulent la prolifération cellulaire en induisant des transductions de signal. Ainsi, le remodelage
de la MEC a travers le clivage des HS via ’HPSE, permet de libérer ces HSBP, augmentant la
prolifération cellulaire [65]. Par exemple, la signalisation impliquant «1’epidermal growth
factor » (EGF) et son récepteur (EGFR) est une voie clé dans la régulation du cycle cellulaire,
favorisant la prolifération cellulaire, et donc la promotion de nombreux cancers [65]. Il a été
démontré que I’HPSE était capable de déclencher le signal EGFR a travers le clivage des HS,
et spécifiquement via la libération des syndécans [65]. Cette action a été démontrée comme

favorisant la résistance a la chimiothérapie dans le cancer colorectal [65].

4.3.1.2. Role dans I’angiogenéese tumorale
En plus de la prolifération, ’angiogenése est également un trait de caractere acquis
par les cellules tumorales [65]. 11 s’agit d’un processus de néovascularisation résultant de
I'activation d'un « inducteur angiogénique », provoquant la croissance continue de nouveaux

vaisseaux. En plus de favoriser la croissance de la tumeur primaire, I'angiogenese favorise
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également les métastases en offrant un moyen d'évasion aux cellules cancéreuses [65].
L’activité enzymatique de 1'HPSE favorise 'angiogenése tumorale en activant les voies de
signalisation du VEGF et du « fibroblast growth factor » (FGF) par clivage des HS [65]. De
nombreuses études utilisant des modeéles précliniques de maladies et des échantillons de
tumeurs de patients, ont démontré le r6le clé de I'HPSE dans I'activation du déclenchement

angiogénique [65].

L’étude de Jiang et al. 2012 a démontré que I’inhibition de I’HPSE par des ARN
interférants diminuait la vascularisation tumorale corrélée a une réduction des niveaux de

facteurs pro-angiogéniques dans le MET [235].

4.3.1.3.  Activation de la formation des metastases

La caractéristique la plus redoutable d'un cancer est sa capacité d’acquérir des propriétés
d’invasion et de formation de métastases, entrainant la dissémination de cellules malignes
depuis leur foyer primaire vers un foyer secondaire. Les cellules cancéreuses acquiérent la
capacité d’invasion a travers le phénomene de la transition épithelio-mésenchymateuse (TEM)
[65]. Cette derniere est un processus biologique durant lequel des cellules épithéliales
acquiérent un phénotype mésenchymateux associé a une capacité élevée de migration,
d’invasion et de résistance a 1’apoptose, avec une augmentation de la production d’enzymes
hydrolytiques [236]. L’HPSE a notamment été décrite dans ces processus, par sa capacité
indirecte a activer les voies de signalisation clés de cette transition dépendante du FGF et du
« transforming growth factor beta » (TGF-B) [64,65].

4.3.1.4. Role dans I’inflammation tumorale

L’implication de 'HPSE dans la régulation du systéme immunitaire a été démontrée
dans les années 80 a travers des études menées sur des fragments d’HS dégradés par I’'HPSE
[237]. L'héparine, un inhibiteur connu de I’HPSE d’origine animale a montré des propriétés
anti-inflammatoires, confortant I’hypothése d’une implication de I’HPSE dans les réactions
inflammatoires [238]. D’autres études ont associé la surexpression de I’HPSE a de nombreuses
pathologies inflammatoires dont le diabete et ’athérosclérose, a travers un recrutement
conséquent des leucocytes, un relargage de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires

favorisant la migration des cellules immunitaires [239].
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Parmi les cytokines pro-inflammatoires libérées a partir des fragments d’HS générés par
I’action enzymatique de I’HPSE, sont retrouvées : I’IL-1f, I’IL-6, I’1L-8 et le TNF-a, capables
de se fixer sur le récepteur Toll-Like-Receptor 4 et d’induire la différenciation myéloide en

déclenchant la voie de signalisation MyD88 chez les monocytes [240].

4.3.2. Effets médiés par son activité non enzymatique

A coté¢ de son activit¢ enzymatique, I’HPSE peut également intervenir dans la
cancérogenese indépendamment de son activité enzymatique en régulant 1’expression génique
et en favorisant I'adhésion cellulaire [65,228]. Par exemple, elle est capable d’agir en tant que
facteur de transcription pour induire I’expression du gene codant pour le VEGF [241].
Egalement, au travers de sa capacité a se fixer sur la sous unité f1 des intégrines présentes sur
les cellules endothéliales, elle induit 1’expression du facteur inductible par I’hypoxie 2, qui va
a son tour induire la migration des cellules et I’angiogenese [242]. Une étude a montré qu’a
travers son activité non-enzymatique en agissant sur des voies de signalisation impliquant des
facteurs d’adhésion cellulaire (FAK et ICAM-1), ’HPSE pouvait étre impliquée dans la
formation de grappes de cellules tumorales circulantes (CTC), favorisant ainsi leurs métastases
dans le TNBC [243].

4.4, Les inhibiteurs de I’héparanase d’origine algale

Tous les travaux faisant de I’HPSE une cible thérapeutique dans le cancer ont fortement
soutenu la recherche de molécules inhibitrices de son activité, avec I’objectif de pouvoir ralentir
la progression tumorale [65]. L’ensemble des inhibiteurs développés consiste en des mimes
structuraux des HS « heparan-like molecules » visant a inhiber ’activité enzymatique de
I’HPSE [244]. L’héparine de BPM et ses dérivés semi synthétiques sont pour 1’instant
démontrés comme les meilleurs inhibiteurs de ’HPSE, et ce grace a leur analogie structurale
avec les HS. Certains de ces inhibiteurs ont pu franchir le stade clinique comme par exemple le
Roneparstat® (SST0001), une forme d’héparine non-anticoagulante modifiée chimiquement
par N-acétylation et glycosplit pour diminuer son effet anticoagulant. Cette molécule a atteint
la phase I (NCT01764880) en 2012 pour le traitement du myélome multiple réfractaire avance,
mais n’a pas poursuivi son avancée clinique jusqu’a présent, en raison d’un effet anti-myelome

indirect [244,245].
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Malgré les nombreux efforts consacrés, aucun des inhibiteurs développés a base de
I’héparine n’a été validé en clinique en raison de leur hétérogenéité et de leur affinité pour de
multiples cibles, induisant des effets indésirables [59,228,245,246]. Par conséquent, il est donc
d’intérét de continuer la recherche de molécules potentielles inhibitrices de ’HPSE, dépourvues
de ces effets déléteres, et d’origine autre qu’animale. Dans cet objectif les PS et OS d’origine
algale ont gagne une grande attention depuis les années 80, notamment depuis les dix dernieres
années, et cela gréace a la présence de groupements sulfates. Cette caractéristique fait d’eux des

molécules a priori d’intérét quand il s’agit de cibler ’'HPSE.
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Figure 20. Structures chimiques des inhibiteurs de 1’activité enzymatique de I’HPSE d’origine
algale. JG3 : sulfate d’oligomannurarate, PS3 : laminarines sulfatées, A-CAR : A-carraghénane
[63].

Dans cette partie nous présenterons quatre types d’inhibiteurs de I"'HPSE d’origine
algale incluant le sulfate d’oligomannurarate (JG3, semi-synthétique), le PS3 (synthétique), les
A-CARs/COs et les fucoidanes natifs/F-Os (non synthétiques). Ces derniers étant les sucres

d’intérét dans ces travaux de thése.
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4.4.1. Le sulfate d’oligomannurarate (JG3)

Le JG3 est un composé semi-synthétique obtenu par une sulfatation a 1’acide
chlorosulfonique de I’oligomannurarate obtenu par une dépolymérisation au peroxyde
d’hydrogéene (H202) de I’alginate de sodium, issu d’algues brunes marines (Figure 20 A) [247].
Sa taille peut aller d’un tétra a un déca-saccharide [63]. Il exerce son activité anti-HPSE via sa
fixation aux domaines de liaison (KKDC et QPLK) des substrats de I’HPSE [247]. Ce deérive
agit egalement sur la croissance tumorale en se fixant sur le facteur de croissance FGF-p li¢ aux
HS, empéchant ainsi sa libération et inhibant la voie de signalisation ERK-1/2 impliquée dans
la prolifération et la migration cellulaire [247]. Des études ont également montré qu’il s’agirait
d’un agent anti-mitotique efficace bloquant la prolifération des cellules cancéreuses. De plus,
il aurait egalement un effet anti-tumoral a travers la diminution de I’activation des protéines de

la cascade de signalisation de la voie NF-kB [63].

4.4.2. Les laminarines sulfatees (PS3)

Le PS3, une laminarine sulfatée, est également un composé semi-synthétique, derivant
du B-1,3 glucane phycarine extrait des sporophytes de I’algue brune Laminaria digitata (Figure
20 B) [63,248]. Il aun PM de 10 kDa, et il est obtenu par une sulfatation chimique du PS natif
via le complexe SOz-pyridine [63,248]. Il a été décrit pour posséder de hautes propriétés anti-
inflammatoires avec une faible activité anti-coagulante par rapport a I’héparine [63]. Le PS3
est trés efficace pour inhiber I’'HPSE avec une ICso de 0,08 pg/mL [63,249]. Cette inhibition
dépendante du DS et de la structure de base, passe a travers une compétition de liaison de
I’HPSE a ses substrats [249]. Son efficacité comme agent thérapeutique anti-tumorale et anti-

inflammatoire a été associée a sa capacité d’interférer avec les sélectines P- et L- [63].

4.4.3. Les A-CARs et les fucoidanes natifs, et leurs dérives OS

Précédemment dans 1’étude bibliographique, les activités anti-cancéreuses des A-COs et
des F-Os ont été présentées sans faire de lien avec I’HPSE. En revanche, cette derniere sous-
partie de 1I’¢tude bibliographique, sera exclusivement dédiée au potentiel de ces OS a inhiber

notre cible d’intérét I’HPSE dans le cancer.

Parmi les PS d’origine algale, mis a part les laminarines qui ont été modifiees par

sulfatation (PS3), seuls les A-CARs et les fucoidanes ont montré des effets prometteurs dans le
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cadre de I’inhibition de ’HPSE. En ce qui concerne les autres types principaux de CARs, a
savoir le k- et 1- CARs natifs, les études ont démontré que 1I’activité anti-HPSE du k-CAR natif
restait soit inférieure ou inexistante a celle du A-CAR natif [22,24]. Ces résultats sont en accord
avec ceux issus de la thése de Nicolas Poupard en 2017, qui au sein de notre équipe, avait
démontré que I’inhibition de I’activité enzymatique de I’HPSE par un A-CAR natif, était
supérieure a celle d’un k- et 1- CARSs natifs [69]. De plus, mis a part dans ces travaux de these,
la capacité du - CAR/CO a inhiber ’'HPSE, n’a jamais été investiguée a ce jour.

Avant de relater I’inhibition de cette enzyme par les A-COs et les F-Os, nous allons

brievement rappeler les études faites sur leurs PS natifs respectifs.

4.4.3.1. Activité anti-HPSE des A-CARs natifs

L’activité anti-HPSE de A-CARs natifs (Figure 20 C) a été démontrée pour la premiére
fois en 1987 par Parish et al. lls ont observé que le A-CAR commercial (des especes Gigartina
aciculaire et Gigartina pistillata) avait une capacité a inhiber la dégradation des composés de
la MEC tout en ayant un effet anti-métastatique sur un adénocarcinome mammaire de rat
hautement métastatique (lignée 13762 MAT) [22]. En revanche, dans cette méme étude, le k-
CAR natif avait eu un effet trés faible sur I’inhibition de I’HPSE et aucun effet anti-
métastatique. Dans cette étude, les effets n’ont pas été testés sur des cellules normales. De
plus, aucune information n’a été communiquée sur le PM ni le DS, et aucune
caractérisation structurale poussée n’a été réalisée. Egalement, il n’y a pas eu d’étape de

fractionnement au KCI afin d’écarter la présencer du k-CAR dans le produit commercial.

En 1990, Ishai-Michaeli et al. ont également démontré que contrairement au k-CAR
natif, le A-CAR commercial natif inhibait ’activité enzymatique de ’HPSE exprimée par des
plaquettes, des neutrophiles et des cellules de lymphome [24]. Dans ces travaux, la connexion
avec un processus tumoral (migration, invasion, angiogenése) n’a pas été étudiée.
Egalement, aucune information n’a été communiquée sur le PM ni le DS, et aucune
caractérisation structurale poussée n’a été réalisée. Egalement, il n’y a pas eu d’étape de
fractionnement au KCl afin d’écarter la présencer de k-CAR dans le produit commercial.

Les études se sont poursuivies avec les travaux de Kosir et al. en 1997 puis en 1999
[250,251]. Tls ont démontré que le A-CAR natif (a 10 pg/mL) pouvait inhiber & une moyenne
de 54,1 % la dégradation des HSPG, qui eétait induite par ’HPSE exprimée par les lignées
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cellulaires humaines du carcinome de la prostate PC-3M et LNCaP C4-2. Dans ces travaux,
I’effet sur un processus tumoral (migration, invasion, angiogenése) n’a pas été étudié.
Egalement, aucune information sur la provenance du A-CAR natif n’a été communiquée.
De plus, aucun fractionnement au KCI, ni caractérisation structurale n’ont été réalises

sur celui-ci.

Plus récemment, 1’¢tude de Rabelink et al. 2017 a montré par modélisation moléculaire
un mod¢le de fixation du A-CAR (a travers son motif sulfaté répétitif du di-galactopyranose)
sur le site actif de ’HPSE, pouvant bloquer ainsi son activité catalytique. Cela se fait par
compétition en se liant aux deux domaines de liaisons aux substrats HS (HSBD1 et HSBD2) au
sein de I’enzyme [246]. Néanmoins, cette étude n’a pas été accompagnée de mécanistiques
enzymatiques poussées pour expliquer quels étaient les motifs indispensables a
Pinhibition de ’HPSE.

4.4.3.2. Activité anti-HPSE des fucoidanes natifs
Concernant le lien entre les fucoidanes natifs (Figure 20 D) et ’HPSE, comme pour le
A-CAR natif, la méme étude de Parish et al. 1987, a démontré que le fucoidane commercial (de
I’espece Fucus vesiculosus) avait une capacité a inhiber la dégradation de la MEC tout en
présentant un effet anti-métastatigue sur un adénocarcinome mammaire hautement

métastatique (lignée 13762 MAT) provoqué chez le rat [22].

En 2013, Zhu et al. ont démontré que les effets anticancéreux d’un fucoidane
commercial (espece non précisée) avaient été induits par une inhibition de la prolifération des
cellules tumorales, et cela en absence d’effets anti-angiogéniques [41]. En effet, il était
incapable (& 10, 100 et 200ug/mL) d’inhiber les niveaux protéiques des molécules
proangiogéniques (VEGF, bFGF et IL-8) et celle de I’HPSE dans la lignée cellulaire humaine
du carcinome hépatocellulaire HepG2. De plus, le fucoidane natif a présenté une faible affinité
au bFGF. Il est bien décrit que le bFGF est un facteur de croissance impliqué dans la
prolifération, la migration, I’invasion et la différenciation, de nombreux types cellulaires,
notamment dans le cas du cancer [252]. Bien que ce PS semble n’avoir aucun effet sur ’'HPSE
ni sur I’angiogenése in cellulo sur les HpeG2, le traitement (200 mg/kg) de souris xénogreffées
(injectées par les cellules humaines du carcinome hépatocellulaire Bel-7402), a permis de

réduire le poids de la tumeur de 36%. Dans cette étude, le PS n’a pas été testé sur des souris
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non cancéreuses. Egalement, aucune caractérisation structurale (y compris le PM et DS)

n’a été réalisée.

Plus récemment, en 2017, une équipe de chercheurs a comparé les effets anti-HPSE du
Gubenyiliu Il (GYII, une formule médicinale traditionnelle chinoise composée de 13 plantes)
a ceux d’un fucoidane natif commercial (espéce non précisée), sur des modeles murins de
cancer du sein (4T1) [43]. Le traitement avec le GYII (& 5 g/kg) et le fucoidane (a 0,2 g/kg),
administrés par voie intra-gastrique, a induit une diminution de la progression de la tumeur et
une suppression significative des métastases pulmonaires spontanées de 37,1 % et 45,9 %,
respectivement pour les deux traitements. De plus, les niveaux protéiques de I’HPSE et du
bFGF ont été significativement diminués en présence des deux traitements (pas de différences
entre les deux) (a 450 pg/mL pour le GYII, et a 40 pg/mL pour le fucoidane). De plus, I’effet
du fucoidane a été accompagné par la diminution de la phosphorylation de protéines (ERK,
Akt, PI3K) régulées par I’HPSE et impliquées dans les processus de prolifération et de
migration dans le cancer, tandis que le GYII n’a eu un effet que sur la protéine Akt. Dans cette
étude, le PS n’a pas été testé sur des souris mon cancéreuses. Egalement, aucune

caractérisation structurale n’a été réalisée sur le PS (y compris le PM et le DS).

4.4.3.3. Activité anti-HPSE des oligosaccharides de A-carraghénanes (A-COs)

Niu et al. 2015, ont produit des A-COs a partir d’un A-CAR commercial par une enzyme
isolée de la bactérie Pseudoalteromonas carrageenovora [42]. Apreés purification des A-COs,
des fractions de degrés de polymérisation (DP) de 2 a 8 ont été collectées. Les résultats de
viabilité cellulaire (mesurée par MTT) mesurée sur la lignée humaine de cellules endothéliales
HUVECs n'ont montré aucun effet significatif des A-COs. La prolifération (mesurée par MTT)
des cellules HUVECS induite par I’ajout du bFGF a été inhibée par les A-COs de maniére dose
dépendante (aprés 24h de traitement) [42]. A 200 pg/mL d’un A-CO de DP 7, la plus haute
inhibition de cette prolifération induite par le bFGF, a été de 52,09 %. Les résultats ont
¢galement montré que seul ce A-CO a DP 7 était capable de se fixer au bFGF, et cela en tant
que ligand avec une constante d’affinité de 2,77 UM (mesuré par interférométrie), supérieure a
celle de la suramine (connue pour sa capacité a bloquer I’interaction FGF-FGFR). De la méme
maniere, la mesure de ’activité anti-HPSE (sur les lysats cellulaires) a montré que ce composé
était le plus efficace a inhiber ’'HPSE, avec un maximum d’inhibition de 46,65 + 3,52 % obtenu

a 2 UM. Enfin, I’'impact de ce composé sur I’invasion des cellules HuVECs a montré une
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inhibition significative dose dépendante a 0,2-20 uM. L’ensemble de ces résultats a démontré
que ce candidat présentait une activité anti-proliférative et anti-invasive a travers une liaison
antagoniste sur le bFGF et une inhibition de I’activité enzymatique de I’HPSE dans les cellules
HUVECs. Dans cette étude, le fractionnement au KCI n’a pas été réalisée afin de separer
le type A- du k-. En revanche, le A-CO produit a été purifié (sur membrane et par
chromatographie d’exclusion stérique), puis caractérisé structurellement par FT-IR et

LC-MS. Néanmoins, son DS n’a pas été déterminé.

Dans une étude publiée par Poupard et al. 2017 au sein de notre équipe, plusieurs
techniques de dépolymérisation ont été combinées afin de sélectionner le meilleur candidat A-
CO sur la base d’une activité inhibitrice de I’HPSE effective combinée a une faible activité
anti-coagulante [253]. Un candidat de 11 kDa produit en couplant la dépolymérisation
radicalaire par le peroxyde d’hydrogene (H202) avec une technique de glycol split (consistant
a l'ouverture des cycles pyranose), a été sélectionné car répondant aux criteres des bioactivités
cibles. En effet, il avait montré la plus faible activité anti-coagulante associée a une bonne
inhibition de I’HPSE traduite par une valeur d’1Cso de 7,32 pg/mL, proche de celle de I’héparine
native, la molécule de référence en termes d’inhibition de I’HPSE. De plus, ce A-CO n’a exerce
aucun effet cytotoxique (mesurée par MTT) quand il a été mis en contact des cellules
endothéliales humaines de type HskMECs. Dans la méme année, la suite des travaux a montré
un effet anti-angiogénique du méme A-CO [72] . En effet, un traitement par 200 pug/mL de ce
candidat, inhibait de 48% de la formation des vaisseaux sur les HSKMECs, apres 7h de
traitement. Néanmoins, cette activité n’était pas exclusivement a relier a I’inhibition de
I’activité enzymatique de I’HPSE, mais également par la capacité de 1’OS a se lier a des facteurs

de croissance comme démontré par 1’étude de Niu et al. 2015 [42].

Les études sur I’inhibition de I’HPSE par les A-COs se sont poursuivies dans notre
équipe avec la publication de Groult et al. 2019, montrant une activité anti-migratoire de 32,8%
d’un nouveau A-CO de plus petit PM (5,9 kDa) a 100 pg/mL et aprés 24h de traitement, sur un
modele cellulaire du TNBC (lignée MDA-MB-231) [48]. Ce A-CO n’avait pas présenté pour
autant une activité anti-HPSE importante. Afin de mieux comprendre 1’effet anti-migratoire de
ce A-CO sur ces cellules, et d’établir le lien avec 1’inhibition de ’HPSE, un intérét a été porté
sur I’étude du mécanisme d’action de ce composé dans ces cellules MDA-MB-231 [58]. Les

résultats n’ont montré aucun effet cytotoxique (mesuré par MTT) du A-CO sur ces cellules. En
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revanche testé a 100 pg/mL, il pouvait réduire in vitro de 60% la capacité de migration, et de
37% la capacité de I’invasion, aprés 24h de traitement. Ce composé a également réduit
I’expression génique de I’HPSE. Les MMP connues pour leur implication dans la migration et
I’invasion des cellules MDA-MB-231, sont trés liées a ’HPSE. Le A-CO avait réduit
significativement 1’expression génique et protéique de I’HPSE. De plus, I’activité de la MMP-
2 a été inhibée de 86%, avec une inhibition de I’expression génique et des niveaux protéiques
de la MMP-14, affectant en retour I’activation de la MMP-2. La régulation des niveaux de
I’HPSE par ce A-CO, affectant en conséquence, les MMP-14 et MMP-2, et permettant d’inhiber
I’invasion et la migration des cellules cancéreuses mammaires, a été démontrée. Cela a été
proposé comme un possible mécanisme de son mode d’action sur ce type cellulaire. Dans cette
derniére étude, bien que 1’ICso de I’activité anti-HPSE du A-CAR natif était nettement meilleure
que celle du A-CO, I’activité anti-migratoire et anti-invasive de ce dernier était beaucoup plus

importante.

A ce stade dans les travaux de notre équipe, I’intérét n’était pas encore porté sur

les questions de I’hétérogénéité structurale au sein des formulations de A-COs.

4.4.3.4. Activité anti-HPSE des oligosaccharides de fucoidanes (F-Os)

Contrairement aux A-COs, a notre connaissance, I’étude de Li et al. 2017 est la seule
faisant mention d’un lien entre I’inhibition de ’HPSE par des F-Os dans le cancer, jusqu’a
présent [254]. lls ont démontré que dans les cellules tubulaires proximales rénales normales
humaines HK-2, une formulation purifiée de BPM dite F1.0 de 8,07 kDa, et d’un DS de 35,94
% (obtenue par dépolymérisation radicalaire du PS natif extrait de 1’algue brune Laminaria
japonica) était capable d’inhiber la TEM rénale induite par un traitement au TGF-1 et FGF-2.
Cette inhibition a été marquée par une diminution de I’expression génique et protéique des
marqueurs (a-SMA et Fn) caractéristiques des cellules au phénotype mésenchymateux.
Parallélement, cette méme formulation a également inhibé les niveaux d’expression de 1’acide
ribonucléique (ARN) messager de I’HPSE et de la MMP-9, mais a induit une augmentation de
I’expression du syndécan-1, un type d’HS décrit comme substrat de ’HPSE. La dégradation du
syndecan-1 par I’HPSE a été décrite pour induire une augmentation de 1’expression des MMP-
9, 'une des enzymes les plus importantes dans la TEM rénale. Par rapport a la formulation de
F-O non purifiée (8,84 kDa, DS 28,45 %), et a une autre formulation purifiée (6,71 kDa, DS
25,04 %), les effets de la formulation F1.0 étaient plus eleves, probablement grace a son DS
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plus élevé et sa composition saccharidique riche en fucose. Ainsi, dans ce travail, il a été
suggére que la formulation F1.0 atténuait la TEM a travers une diminution de I’expression de
I’HPSE, augmentant I’expression du syndécan-1, et induisant une diminution de I’expression
des MMP-9. Dans cette étude, le fucoidane natif n’a pas été utilisé comme un controle

supplémentaire.

Par ailleurs, les effets des fucoidanes natifs ou dépolymeérisés sur I’HPSE ont été testés
dans d’autres contextes pathologiques que le cancer. Par exemple, dans le cas de 1’ischémie
reperfustion, un F-O de 8 kDa (obtenu par dépolymeérisation au H2O2 du PS extrait de I’espéce
Fucus vesiculosus) a été démontré pour induire un effet pro-angiogénique recherché, en
augmentant 1I’expression génique et protéique ainsi que 1’activité enzymatique de I’HPSE [255].
Egalement, dans le cadre de la glomérulonéphrite (troubles rénaux), il a été démontré pour la
premiére fois qu’un fucoidane natif (extrait de I’espéce Laminaria japonica) était capable de

diminuer I’activité enzymatique de I’HPSE [256].

L’ensemble des études traitant de D’activité anti-HPSE des PS/OS algaux (non

synthétiques) dans le cancer est englobé dans le Tableau 7.
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Tableau 7. Récapitulatif des études réalisées sur les A-CARs et fucoidanes natifs, ainsi que

leurs OS respectifs dans le cancer en lien avec I'HPSE. TEM : transition épithélio-

mésenchymateuse. HSPG : héparanes sulfates protéoglycanes. MEC : matrice extracellulaire.

CTC : cellules tumorales circulantes.

PS/OS

PM
(kDa)

DS (%)

Effet anti-HPSE

Effet anti-cancéreux

associé

Référence

A-CAR

natif

Inhibition de I’activité
enzymatique de ’'HPSE
(dégradation de la MEC)
exprimée par les cellules

métastatiques de
I’adénocarcinome de rat (lignée
13762)
1Cs50=1,5 pg/mL

(in cellulo)

Anti-métastatique sur
un adénocarcinome
mammaire de rat
hautement métastatique
(lignée 13762 MAT)

(in cellulo)

[22]

Inhibition de I’activité
enzymatique de ’'HPSE
(dégradation de la MEC)

exprimée par les plaquettes,
neutrophiles et cellule du
lymphome
1Cs50= 2,5 pg/mL

(in cellulo)

[24]

Inhibition de I’activité
enzymatique de ’'HPSE
(dégradation des HSPG de 54,1
%) du cancer de la prostate
(lignées PC-3M et LNCaP C4-2)

(in cellulo)

[250,251]

Fucoidane

natif

Inhibition de ’activité
enzymatique de ’HPSE
(dégradation de la MEC)
exprimée par les cellules

métastatiques de
I’adénocarcinome de rat (lignée
13762)
I1Cs0= 2,75 pg/mL

(in cellulo)

Anti-métastatique sur
un adénocarcinome
mammaire de rat
hautement métastatique
(lignée 13762 MAT)

(in cellulo)

[22]
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Aucun effet sur les niveaux
protéiques
dans la lignée cellulaire humaine

Inhibition
(indépendante de
I’HPSE) de la

progression tumorale

- - ) . ] sur des xenogreffes [41]
du carcinome hépatocellulaire .
murines du cancer
HepG2 o ]
) hépatique humain (Bel-
(in cellulo)
7402)
(in vivo)
Inhibition de la
Diminution des niveaux progression tumorale et
protéiques de ’'HPSE suppression des
- - sur la lignée murine du TNBC métastases sur des [43]
(4T11) modeles murins du
(in cellulo) TNBC (4T1)
(in vivo)
Anti-prolifératif sur les
Inhibition maximale (46,65 %) cellules HUVECs
DP 7 obtenue a 2 uM (endothéliales [42]
(in cellulo) humaines)
(in cellulo)
Anti-angiogénique sur
I1Cs0 =7,32 pg/mL
A-COs 11 o les cellules HskMECs [72,253]
(in vitro) ]
(in cellulo)
Anti-migratoire et anti-
Diminution de I’expression ) .
_ invasif sur les cellules
génique et protéique de ’HPSE
59 17,8 MDA-MB-231 (cancer [48,58]
1Cs0 =6 ug/mL i .
o du sein humain)
(in vitro) )
(in cellulo)
Inhibition de la TEM
sur les cellules HK-2
Diminution de I’expression o
. induite par le TGF- et
F-Os 8,07 35,94 génique [254]
] FGF-2 (normales
(in cellulo)

rénales humaines)

(in cellulo)
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En analysant toutes ces études, il est possible de constater que :

- Les A-COs sont beaucoup plus étudiés que les F-Os dans le cancer pour leur lien avec
I’HPSE.

- Une seule étude a été réalisée démontrant un lien des F-Os avec ’HPSE dans un
contexte tumoral.

- L’effet des OS en lien avec ’HPSE est contexte pathologique dépendant.

- Comme I’a démontré I’étude de Cousin et al. 2021, il est important de s’intéresser au
mécanisme d’action d’un candidat sur les expressions génique et protéique de I’HPSE,

et de ne pas se limiter a son effet sur 1’activité enzymatique de celle-ci.
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L’analyse de 1’état de ’art centrée sur les PS de A-CARs et de fucoidanes, et passée sous le
filtre des 4 défis présentés en introduction (1-Standardisation, 2- Criblage, 3-
Compréhension, 4-Purification), nous a permis de dégager deux points majeurs, qui seront a

la base de ces travaux doctoraux :

1" POINT ET OBJECTIFS DU CHAPITRE 1

Les A-CARs commerciaux sont particulierement pertinents et illustratifs du défi 1-
Standardisation qui aborde les difficultés liées a la matiére premiére commerciale, telles que
son hétérogénéité structurale et le mélange d’especes, reliés a plusieurs facteurs dont la
variabilité environnementale des espéces algales et les pratiques d’extraction industrielles. En
effet, comme exposé dans I’étude bibliographique (voir 2.4), en plus de la relation de
dépendance des structures produites aux especes algales et/ou a I’environnement (probléme
commun a tous les PS algaux), les A-CARS présentent une autre relation de dépendance
specifique liée a leur cycle de reproduction. Nous savons qu’ils ne sont produits qu’au stade
tétrasporophyte du cycle de reproduction de I’algue, contrairement aux stades gamétophytes,
qui eux, produisent majoritairement des hybrides de kappa (x)- et d’iota (1)-CARs. Ces
différents stades tétrasporophytes et gamétophytes étant difficiles a distinguer
macroscopiquement, ils sont prélevés ensemble en mélange lors de leur récolte du milieu
naturel. De plus, les pratiques industrielles courantes pour 1’extraction et le primo-raffinage des
CARs n'incluent pas d’étape de séparation des différents sous-types, aboutissant de ce fait a un
mélange d’especes de différentes familles de CARs. Ainsi, selon la législation, la production
destinée a I’industrie agroalimentaire ou la cosmétique affiche un produit de A-CAR sur la base
de ses propriétés texturantes et non de la présence majoritaire d’un type de macromolécules. Le
produit pouvant de méme étre modulé par 1’ajout d’additifs (glucose, autre PS, autres familles
de CARs).

Sur la base de ce premier constat, notre objectif a été de mieux comprendre les impacts de
ces problématiques sur la production de nos formulations de A-COs anti-HPSE et anti-
migratoires pour relever les défis de translation vers la clinique. Pour ce faire, nous avons
réalisé un large criblage de A-COs d’application thérapeutique produits a partir de différents A-
CARs natifs de plusieurs fournisseurs. Les A-CARs natifs ainsi que leurs dérivés de A-COs

respectifs ont été comparés sur deux plans (caractérisations structurales et activités biologiques)
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afin de faire ressortir les influences éventuelles des variations présentes dans les différents A-
CARs natifs de différents fournisseurs.

Dans cet objectif, nous avons mené une étude structure-fonction sur la capacité des OS issus
d’autres types de CARs (k- et -) a inhiber I’HPSE, s'inscrivant ainsi de maniére secondaire
dans le defi 2- Criblage. Enfin, dans ce Chapitre 1, nous avons également évalué le potentiel
des A-COs anti-HPSE, obtenus a partir des différents fournisseurs, a réguler les capacités de
migration des cellules Huh-7, modeles d’un hépatocarcinome humain. Outre 1’étude sur
I’impact de la variation qualitative des mati¢res premieres commerciales, cette partie de notre
étude nous a également permis d’aborder le défi 3- Compréhension. En particulier, I’aspect
concernant la pertinence d’un criblage phénotypique in vitro monoparamétrique et son aptitude
a prédire les effets in cellulo ou in vivo résultants, pour les OS, mais aussi de Vérifier si les effets
sont « contexte pathologique dépendants » en les comparants a ceux obtenus sur la lignée
MDA-MB-231 dans des travaux précédents.

2¢me POINT ET OBJECTIFS DU CHAPITRE 2

Si, parmi les sucres algaux, la famille des A-COs est particulierement étudiée pour ses activités
anti-HPSE, les F-Os, en revanche, n’ont été que trés peu explorés sur ce parametre. Comme
exposé dans 1’étude bibliographique (voir 4.4.3), seuls trois travaux ont étudié les fucoidanes
et/ou leurs dérives F-Os en lien avec I’HPSE dans le cancer. Ceci est d’autant plus surprenant
que comme souligné dans 1’état de 1’art, les F-Os sont les OS d’origine algale a avoir été les
plus étudiés en oncologie, et les plus matures en termes de translation vers la clinique. Sur la
base de ce constat qui se place au cceur du défi 2- Criblage, notre objectif était d’examiner
Pactivité anti-HPSE potentielle des F-Os. Pour ce faire, nous avons mené une étude structure-
fonction sur une série de F-Os produits par une méthode de dépolymérisation radicalaire a base
de H.O: appliquée a un fucoidane natif extrait de 1’algue brune Fucus vesiculosus. Une
cinétique de dépolymérisation a été conduite tout en faisant varier le taux de H.O, susceptible
d’influencer les structures des F-Os produites et donc leurs bioactivités. Cette variation du taux
de H20O2 s’inscrit également de maniére secondaire dans le défi 1- Standardisation, pour
comprendre si cela apporterait une hétérogéneité supplémentaire aux formulations produites.
La comparaison de leurs activités anti-HPSE avec celles des A-COs, obtenues dans le Chapitre
1, nous a également permis de progresser dans la compréhension des types d’interactions des
sucres algaux a l’origine des effets d’inhibitions observés (spécifiques ou non, sucre-

dépendants, sulfate ou longueur dépendants, etc).

100



Problématiques et objectifs de la thése

De plus, I’étude bibliographique (voir 3.2 et 4.4.3.4) a également releve la multitude
d’interactions possibles des F-Os avec des cibles anti-tumorales, la diversité de leur mode
d’action, et ceci dans divers types de cancer. Sur la base de ce constat qui releve du déefi 3-
Compréhension, nous avons effectué un criblage de ’effet des F-Os sur la migration et la
viabilité des cellules cancéreuses en faisant le choix d’un crible sur des lignées de type MDA-
MB-231 modeles d’un TNBC, dans laquelle ’HPSE est fortement impliquée. L’objectif était
de nouveau d’examiner la pertinence d’un crible phénotypique in vitro, basé sur la mesure
de P’activité anti-HPSE des OS produits, pour prédire des effets sur des modéles cellulaires
plus avancés. Dans un second temps, afin d’approfondir la discussion sur ’aspect de « poly-
pharmacologie » dans un « contexte pathologique » différent, incluée dans le défi 3-
Compréhension, nous nous sommes appuyés sur un travail collaboratif mené durant le doctorat
dans lequel il était question de mesurer les effets de F-Os sur d’autres bioactivités (cytotoxicité
et modulation du point de contrdle immunitaire PD-L1) dans un modéle de cancer liquide, un
lymphome de type B. Ces travaux nous ont permis d’une part d’interroger la possibilité de tirer
parti d’une poly-pharmacologie des F-Os, et d’identifier des contextes tumoraux plus
favorables a I’utilisation d’OS anti-HPSE.
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1. Les polysaccharides d’origine algale de la théese : A-CARs et fucoidane

Les poudres de A-CARs natifs ont été obtenues chez cing fournisseurs différents (Santa-
Cruz Biotechnology, Cargill, Merck Sigma-Aldrich, BioSynth, et FMC-Biopolymer). Dans un
souci de préservation de 1’anonymat de ces échantillons commerciaux, les différents A-CARs
ont été renommés de maniere aléatoire (1’ordre ne correspond pas a celui des fournisseurs cités
précedemment): A-CAR du fournisseur 1 (A-CAR 1), A-CAR du fournisseur 2 (A-CAR_2), A-
CAR du fournisseur 3 (A-CAR 3), A-CAR du fournisseur 4 (A-CAR 4), A-CAR du
fournisseur 5 (A-CAR_5), et -CAR du fournisseur 6 (A-CAR_6).

Le fucoidane natif provient quant a lui, du fournisseur Sigma-Aldrich, et il est issu de

I’espece d’algue brune fucus vesiculosus.

2. Méthodologie de production des A-COs et des F-Os

Les OS ont été obtenus par une dépolymeérisation radicalaire au peroxyde d’hydrogéne
(H202) a partir des PS sulfatés commerciaux. Tout d’abord, les poudres ont été dissoutes dans
de I’eau MilliQ, a une concentration finale de 5 mg/mL pour les A-CARs natifs de chaque
fournisseur, et & 25 mg/mL pour le fucoidane natif, suivi d’une purge sous argon. Ensuite, des
solutions d’H202 a 30% (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) ont été ajoutées, avec un ratio
de 1,5 (m/m) dans les solutions de A-CARs natifs (permettant de générer une série de A-COs,
correspondant au A-CAR natif de chaque fournisseur), et de 0,5 ou de 0,15 (m/m) dans la
solution du fucoidane natif (permettant de générer une série de F-Os par taux de H203). Les
mélanges réactionnels ont immédiatement été scellés et placés a 60 ° C sous agitation a 200
rpm. Les formulations ont été collectées a des temps différents jusqu’a 96 h pour les A-COs, et
jusqu’a 120h et 144h pour les F-Os de la série 0,5 et 0,15, respectivement. Apres congélation

et lyophilisation, les formulations étaient prétes pour étre analysées.
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3. Caractérisations structurales

3.1.Détermination des poids moléculaires par HPSEC-MALS et par HPSEC-
DRI

La chromatographie d’exclusion stérique (SEC) permet la séparation des biomolécules
selon leurs PM [257]. La phase stationnaire est composée de particules de billes de silice ou de
billes de résines poreuses a base de polymethacrylate [257]. Lors de la separation, les molécules
de grandes tailles sont complétement exclues en dehors des pores et passent a travers les espaces
entre les billes ou la matrice, et sont éluées en premier [257,258]. En revanche, les molécules
de petites tailles sont retardées dans les pores constituants la phase stationnaire, et auront donc
un temps d'élution beaucoup plus lent [257,258].

La chromatographie d’exclusion stérique haute pression avec diffusion de lumic¢re multi
angles (HPSEC-MALS) n’a été réalisée que sur les A-CARSs natifs de chaque marque, leurs -
COs respectifs sélectionnés et le fucoidane natif, pour estimer les caractéristiques
macromoléculaires de base (masse moléculaire moyenne en nombre (Mn), masse moléculaire
moyenne en masse (Mw), indice de polydispersité (B= Mu/My)). Cette expérience a été réalisée
en collaboration avec le laboratoire PBS (CNRS UMR 6270) de PINSA de I’université de
Rouen Normandie, selon une méthode précédemment publiée [259]. L’idée principale du
couplage HPSEC-MALS est de pouvoir s’affranchir de 1'étalonnage utilisé dans le cas de la
HPSEC-DRI. Le détecteur MALS assure un acces en temps réel et simultané aux masses
molaires des formulations éluées, et ainsi aux grandeurs moyennes, et cela grace a la mesure de
I’intensité diffusée par les polymeres en solution pour différentes concentrations dans le régime
dilué et a différents angles. Le systeme était équipé de deux détecteurs en série : un de diffusion
de lumiere multi-angles (MALS) contenant un laser He-Ne (A= 690 nm) et une cellule K5 (50
pL) (HELEOS Il Wyatt Technology Corp, Santa Barbara, CA, USA) ; I’autre mesurant I’indice
de réformulation différentiel (DRI) (RID10 A Shimadzu, Kyoto, Japon). Un filtre de 0,1 pm
(Millipore, et dégazé (DGU-20A3, Shimadzu, Kyoto, Japon) a été utilisé pour filtrer le solvant
(0,1 M LiNO:g). Le systeme SEC était composé d’une colonne de garde OHPAK SB-G et 3
OHPAK SB 806, 804 et 802.5 (pour les A-CARs natifs) ou bien des colonnes 802 et 802.5 (pour
les A-COs sélectionnées) HQ (Shodex Showa Denko K.K, Tokyo, Japon) éluées en séries avec
la solution de LiNOz (0,1 M) & un débit de 0,5 mL/min. Les A-CARs natifs de chaque
fournisseur, leurs A-COs sélectionnés et le fucoidane natif, ont été solubilisés sous agitation

pendant 48h a des concentrations de 1 g/L, 15 g/L, et 5 g/L, respectivement, dans la solution de
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LiNOz (0,1 M), respectivement, filtrés (0,45 pum), et injectés avec une boucle (SIL-20A,
Shimadzu, Kyoto, Japon) de 100 pL. Le logiciel Astra 6.1.7.16 a été utilis¢ pour 1’analyse de
données en utilisant un DRI dn/dc de 0,125 mL/g.

Parall¢lement, des analyses structurales et quantitatives de tous les A-COs et F-Os
générés ont été effectuées par chromatographie d’exclusion stérique haute pression avec un
détecteur d’indice de réfraction (HPSEC-DRI) en utilisant deux colonnes analytiques
successives (TSK-GEL G4000PW et TSK-GEL G3000PWXL, Tosoh, Japan) couplées a un
systeme LC (Agilent Santa Clara, CA, USA) équipé d’un DRI (Agilent, Santa Clara, CA, USA).
Les produits ont été élués en isocratique avec du nitrate de sodium (NaNOsz) a 0,1 M a un débit
de 0,8 mL/min. Les chromatogrammes ont été calibrés en utilisant une série de standards de
pullulans (de 1,3 kDa a 806 kDa, Polymer Standards Service GmbH, Mainz, Germany). Pour
les formulations de A-COs inférieures a 10 kDa, et toutes les formulations de F-Os, leurs masses
molaires équivalentes ont été calculées en utilisant une gamme de standards d’héparine (de

1200 Da & 5750 Da, Iduron, UK).

Le My, le My, le B, et le degré de polymérisation moyen (DP calculé en utilisant une
unité monomeére de 160,5 Da pour les A-COs, et de 117,1 Da pour les F-Os), ont été calculés en
utilisant les équations 1, 2, 3, et 4, respectivement.

Equation 1. Formule de calcul de la masse molaire moyenne pondérée en nombre (Mn).
M. = (z N; X M; )
0=
I N;

Equation 2. Formule de calcul de la masse molaire moyenne pondérée en masse (Mw).
_(EN; x Miz)

My (ZN;x M)

Equation 3. Formule de calcul de ’indice de polydispersité (D).

D=
lV[n
Equation 4. Formule de calcul du degré de polymérisation (DP).

OPp = M,,—(M,x DS(%))

0
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Mn: il s’agit de la masse molaire moyenne pondérée en nombre. Elle est calculée en prenant en
compte la somme des masses individuelles « M » de toutes les molécules « Ni » présents dans
un échantillon donné, pour donner la fréquence molaire (Ni*M;), qui est divisée par la somme
du nombre total des molécules (Equation 1).

Mw : Elle représente la masse molaire moyenne pondérée en poids. Contrairement au My, le
calcul de celle-ci prend en compte la distribution des PM en multipliant la somme des fréquence
molaires (Ni * M;) par la somme des masse molaire (M), puis en divisant le résultat sur la
somme totale des fréquences molaires (Ni*M;) (Equation 2). Par conséquent, les molécules les
plus massives ou les plus abondantes auront un effet plus important sur la valeur finale du My
par rapport aux petites molécules ou les moins abondantes, faisant de cette valeur toujours plus
élevée que celle du M.

Mo : masse molaire de I’unité monomére. Les hydrogenes impliqués dans les liaisons osidiques,
ainsi que les groupements sulfates n’ont pas été pris en compte dans le calcul.

b: il s’agit de I’indice de polydispersité, indiquant la distribution des poids moléculaires des
molécules dans un échantillon. Il est obtenu en divisant le My sur le M, (Equation 3). Plus la
valeur de D est élevée, plus il y a une variabilité en termes de poids moléculaire, et vice-versa.
Par exemple, un polymere monodisperse avec des chaines égales (par exemple : une protéine)
aun b = 1. Les meilleurs polyméres synthétiques utilisés comme standards de calibrations ont
un B compris entre 1,02 et 1,10.

DP : il s’agit du degré de polymérisation, représentant le nombre moyen d’unités monomeres
d’une chaine d’un polymere. Il s’agit également d’une autre fagon d’exprimer la taille moyenne
d’un polymere. Il est possible de calculer le DP en nombre moyen ou en poids moyen, en faisant
le rapport du M, ou My, respectivement a la masse molaire de 1’unité monomere «Mo». Dans
nos travaux, I’Equation 4 a été utilisée pour calculer le DP en nombre moyen des PS natifs.
Concernant les OS, la masse des groupements sulfates a été soustraite du Mn total afin d’éviter
les artefacts liés a une désulfatation totale de certains OS de trés BPM.

Ces definitions ont été reproduites du document Technical Overview « Polymer Molecular

Weight Distribution » réalisé par Agilent.
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3.2.Détermination du degré de sulfatation (DS) par ICP-MS et par un test a
I’Azure A

La quantification des sulfates des A-CARs natifs de chaque fournisseur a été realisée par
spectrométrie de masse a plasma a couplage inductif (ICP-MS). Pour ce faire, 250 mg de chaque
produit ont été solubilisés dans un mélange de 67-70% HNO3/34-37% HCI (Fisher, trace metal
quality) a un ratio de 6:2 (v/v). La digestion acide des échantillons a été réalisée en incubant les
mélanges a température ambiante pendant la nuit et ensuite dans un four microondes (Milestone
Ehos Up, 30 min avec une augmentation constante de la température jusqu’a 120°C, puis
pendant 15 min & la méme température). Par la suite, 50 mL d’eau ultrapure ont été ajoutés a
chaque échantillon. Les analyses ont été réalisées avec un ICP-AES 5800VDV Agilent et un
ICP-MS XSeries 2 Thermofisher Scientific (Waltham, MA, USA).

Les DS du fucoidane natif et de I’ensemble des A-COs et des F-Os générés, ont été
déterminés par un test colorimétriqgue en utilisant le (7-aminophenothiazin-3-ylidene)-
dimethylazanium chloride (Azure A, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). Ce composé se
lie de maniere covalente aux groupements sulfatés des composés sulfatés pour former des
complexes colorés. Pour réaliser ce test, 20 uL de différentes dilutions (0,03 ; 0,04 ; 0,05
mg/mL pour les A-COs, 0,01 ; 0,02 ; 0,03 ; 0,04 ; 0,05 mg/mL pour le fucoidane natif et les F-
Os) de chaque échantillon ont été déposés sur une plaque de 96 puits. Un volume de 200 pL de
la solution d’Azure A (dilué a 10 mg/L) a été ajouté, et ’absorbance a été mesurée a 630 nm
aprés une incubation de 10 min. Les DS ont été calculés grace a une courbe de calibration en
utilisant les valeurs d’absorbance obtenues d’une série de dilution (0-0,03 mg/mL) de dextran
sulfate (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), connu pour avoir une teneur en soufre de
18,1%. La composition en soufre a été transposée en sulfates de la maniére suivante : %Sulfates
= %Soufre x 3,21.

3.3.Dosage des sucres réducteurs par WST-1
La quantification des sucres réducteurs a été réalisée par un test colorimétrique en
utilisant le réactif WST-1 5-(2,4 disufophenyl)-2-(4- iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-2H-
tetrazolium. Ce dernier est converti en formazan par les extrémités réductrices dans un milieu
basique, induisant la formation d’une solution colorée en bleu en raison de sa réduction
(documentation Interchim « Water Soluble Tetrazolium Salts »). Pour réaliser I’expérience, 100

uL de chaque échantillon A-CO et F-O (dilué a 0,01 et a 0,1 mg/mL, respectivement) sont
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déposés dans une plaque de 96 puits, et 100uL de la solution de WST (1,1 mg/mL dans du
NaOH (0,1 M)) sont ajoutés. La plaque est incubée pendant 1h a 60°C, et I’absorbance est
mesurée a 600 nm. Les concentrations en extrémités réductrices ont été déterminées par des
courbes de calibration en utilisant les valeurs d’absorbance obtenues par une série de dilutions
d’une gamme de galactose (0-12 uM) pour les A-COs, et d’une gamme de fucose (0-0,15 uM)
pour les F-Os.

3.4.Analyses par FT-IR

Les spectres de spectroscopie infrarouge a transformée de Fourrier (FTIR) des poudres
de A-CARs natifs, de fucoidane natif et des F-Os générés (A-COs exclus) ont été obtenus a I’aide
d’un spectrométre FTIR PerkinElmer UATR Two, grace a la plateforme des analyses
élémentaires du laboratoire LIENSs. Le rayonnement infrarouge absorbé par le PS ou I’OS
est exprimé en fonction des longueurs d’ondes bien spécifiques dans un intervalle de 4000-450
cm™. Seules les régions 1500-500 cm™ et 2000-500 cm™ ont été utilisées pour 1’analyse
spectrale des A-CARs natifs et du fucoidane natif/F-Os, respectivement. Ces longueurs d’ondes
sont caractéristiques de la nature et de la conformation du composeé analysé et de ses liaisons
constitutives. Ainsi, les spectres obtenus représentent une empreinte chimique permettant une
pré-identification du type du PS étudié [260]. Chaque spectre résulte d’une moyenne de 64
scans par spectre, réalisés a température ambiante (blanc : air, 64 scans), avec une résolution
nominale de 2 cm™, une vitesse de scan de 0,2 cm/s et une forte apodisation. Le systéme
disposait d’une source MR (8.000-30) cm™ et d’un détecteur MIR TGS (15.000-370) cm™. Le
signal du bruit de fond a été soustrait de chaque échantillon avec une correction de la ligne de
base. Les spectres ont été enregistrés avec le logiciel PerkinElmer Spectrum IR v10.7.2, puis

exportés pour étre analysés a I’aide du logiciel Spectragryph v1.2.16.1.

3.5.Analyses par UPLC-MS

Les analyses par spectrométrie de masse en tandem par chromatographie liquide ultra-
performante (UPLC-MS) ont été réalisées en utilisant un systeme UPLC « Acquity UPLC H-
class » (Waters, Milford, USA) couplé a un spectrometre de masse haute résolution « XEVO
G2-S QTof » équipé d’une source (Waters, Manchester, UK) d’ionisation électrospray (ESI),
grace a la plateforme d’analyse haute résolution de biomolécules. Le systeme UPLC est

constitu¢é d’une pompe quaternaire (Quaternary Solvent Manager, Waters) et d’un
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échantillonneur automatique (Sample Manager-FTN, Waters) équipé d’une boucle d’injection
de 10 pL.

Aprés une dilution (a 1 mg/mL) dans une solution aqueuse d’heptylammonium formate
(5 nM), 10 uL de A-COs (sélectionnes de chaque fournisseur) ou de F-Os (selectionnés de
chaque série), ont été injectes dans la colonne C1g Acquity UPLC BEH (50 mm x 2,1 mm, 1,7
pm, waters), puis chauffés a 45°C. Une élution par gradient a été réalisée par un solvant A (5
nM heptylammonium dans H>O, 0,0238% (v/v) acide formique, pH = 4,0) et un solvant B (5
nM heptylammonium dans MeOH/H20 (3:1, v/v), 0,0238% (v/v) acide formique, pH = 4.0),
comme suit: 0—4 min, 10-50% B; 4-6 min, 50% B; 6—10 min, 50-80% B; 10-15 min, 80% B;
16-27 min, 100% B; 28-34 min, 10% B. La colonne et I'échantillonneur automatique ont été
maintenus a +45 °C et +10 °C, respectivement. Les composes élués ont été ionisés avec une
polarité négative (ESI") selon les parametres suivants : voltage capillaire a 0,5 kV, température
en source a 120 °C, source offset a 80 V, température du gaz de désolvatation a 500 °C, débit
du gaz de cone a 50 L/h et le débit de désolvatation du gaz a 800 L/h.

Les analyses MS et MS/MS ont été réalisées avec les approches MSE ou MS/MS fast
DDA (fast data dependent acquisition) (Waters, Manchester, UK) selon un mode centroide avec
un temps de scan de 0,25 sec/scan. La MSE consiste en une acquisition sans énergie de collision
dans la fonction 1, et donc sans fragmentation conséquente (fonction de faible énergie). Par
contre, dans la fonction 2, une énergie de collision est générée afin de former les ions fragments
(fonction de haute énergie). Un logiciel d’algorithmes (MassLynx 4.2) MSE attribue ensuite les
spectres d'ions fragmentés a leur pic d’ion précurseur respectif en profilant chaque pic
chromatographique et en déterminant leur temps de rétention. Dans le mode MS/MS fastDDA,
les ions précurseurs sont sélectionnés lorsque leurs intensités atteignent 50.000 a.u./s, pendant
5 sec ou bien jusqu’a ce que leurs intensités soient inférieures a 1.000 a.u./s et une énergie de
collision progressive pour générer des ions fragmentés. La fonction 2 de la MSE et la MS/MS
fast DDA ont été réalisées avec une énergie de collision progressive de 15-60 eV. La Leucine
Enkephalin (M = 555,62 Da, 1 ng/uL) a été utilisée pour corriger les décalages de masses, et le
spectromeétre de masse a été calibré avant les analyses en utilisant une solution de sodium
formate (0,5 mM).
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3.6.Analyses par RMN

Les expériences réalisées consistaient a de la résonance magnétique nucléaire (RMN)
du 1H (64 scans, 10 min), réalisées uniquement sur des A-COs sélectionnés de chaque
fournisseur de A-CAR natif, et cela en collaboration avec le laboratoire CIC biomaGUNE
(San Sebastien, Espagne). Brievement, les poudres des A-COs sélectionnés ont été dissoutes
dans une solution de D2O a une concentration de 20 mg/mL. Les spectres RMN ont été

enregistrés en utilisant un spectrometre Bruker AVANCE 111 500 MHz a température ambiante.

4. Evaluation des activités biologiques

4.1.Mesure de I’activité anti-coagulante par coagulometrie
L’activité anticoagulante a été évaluée uniquement sur le fucoidane natif et les F-Os
sélectionnés de chaque série (concernant les A-CARs/COs, elle a déja été réalisée dans une
publication de notre équipe de Groult et al. 2019 [48]). Les tests realisés sont le temps de
thrombine (TT) et le temps de céphaline active (APTT). Ils ont été réalisés grace aux
instructions du fournisseur en utilisant un coagulometre Start 4 et des kits de la marque Stago

Diagnostica (France).

Il s’agit de tests chronométriques dans lesquels le mouvement d’une bille magnétique
dans une solution de plasma humain est évalué. Une fois que le plasma a coagulé, cela induit
I’arrét total du mouvement de la bille. Ainsi, le temps de mesure donné, représente le temps que

la bille a mis pour s’arréter de bouger.

Pour réaliser ces tests, tous les réactifs et échantillons ont tout d’abord été incubés a 37°C
pendant 30 min. Par la suite, dans une barrette 4 puits, une bille magnétique a été déposée dans
chacun des puits. Pour les deux tests, 10 uL d’eau milliQ ont été déposés dans le premier puit,
et 10 uL de chaque échantillon dilué dans de I’eau milliQ a 1 mg/mL ont été ajoutes en triplicats,
suivi de I’ajout de 90 uL de plasma humain (Stago, France) dans chaque puit. Pour le test TT,
la barrette a été incubée a 37°C pendant une minute avant 1’addition de 100 pL de réactif TT et
le déclenchement de la mesure de coagulation du plasma. En revanche, pour le test APTT, 100
pL de réactif APTT ont été ajoutés au mélange plasma et échantillon, suivi d’une incubation a
37°C pendant 3 min, et puis de I’ajout de 100 pL d’une solution de CaCl, (25 mM) avant de

déclencher la mesure du temps de coagulation du plasma.
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4.2.Mesure de I’inhibition de I’activité de I’HPSE par un test enzymatique
basé sur le FRET

L’activité inhibitrice de ’HPSE et les concentrations inhibitrices médianes (ICso) ont
été déterminées par un test enzymatique baseé sur le principe de transfert d’énergie par résonance
de fluorescence (FRET). Dans ce test, I’enzyme recombinante humaine HPSEl (CR&D
Systems, Minneapolis, MN, USA), son substrat I’héparane sulfate marqué avec de la biotine et
du cryptate Eu3™ (Cishio Assay, Codolet, France) et la streptavidine (Cishio Assay, Codolet,
France) sont nécessaires. Lors de 1’excitation a 337 nm, il y a transfert de résonance de
fluorescence entre le substrat marqué et la streptavidine, et une émission de fluorescence a 665
nm. L’ajout de L’HPSE1, permet d’hydrolyser le substrat, entrainant une perte de transfert
d'énergie et donc une réduction des émissions a 665 nm. La réaction enzymatique a été réalisée
dans des plaques blanches a 96 puits (Corning® # 3693, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin

Fallavier, France).

Pour réaliser ce test, 15 uL de A-CARs natifs, A-COs, k-COs, -COs, (dilués a 10 pg/mL
pour le suivi de I’activité et entre 0,1-5000 pg/mL pour le calcul des ICsp), fucoidane natif, ou
de F-Os (dilués & 10 pg/mL pour le suivi de I’activité), ont été ajoutés dans les puits de la
plaque, suivis de 15 pL de la solution enzymatique HPSE1 (diluée a 400 ng/mL dans un tampon
Tris-HCI pH 7,5 ; 0,15M NaCl et 0,1% CHAPS). La réaction enzymatique a été initiée apres
une préincubation pendant 10 min a 37 °C, en ajoutant 30 pL de la solution de Biotine-HS-
Eu(K) (diluée a 4,4 ng/uL dans un tampon d’acétate de sodium 0,2M ; pH 4,5), et la plaque a
été incubée a 37 °C pendant 15 min. Enfin, 20 pL de la solution de streptavidine-XL665 (diluée
a 10 ng/uL dans un tampon NaPO4 0,1M a pH = 7,7 ; 0,8M KF; 0,1% BSA) a été ajoutée pour
permettre la détection. La fluorescence a été mesurée apres 5 min a Aem1 = 620 nm et Aem2 = 665

nm, apres 60 pus d’excitation a Aex = 337 nm.

L’inhibition de I’activité¢ anti-HPSE a été calculée en utilisant les formules de
’Equation 5. F665 et F620 correspondent aux intensités de fluorescence mesurées,

respectivement, a 665 nm et 620 nm.
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Equation 5. Formules de calcul de I’inhibition de I’activité enzymatique de I’HPSE. Ec :
échantillon. Max : maximal.

(F665/F620) Hydrolyse Max

1
(F665/F620) Hydrolyse Nulle x 100

Substrat hydrolysé Max (%) = 1 —

(F665/F620) Ec

(F665/F620)Hydrolyse Nulle R

Substrat hydrolysé Ec (%) = 1 —

% Subtrat Hydrolyse Ec

% Substrat Hydrolyse Max x 100

[nhibition relative (%) = 1 —

Cette évaluation de I’activité anti-HPSE a été complétée par une étude d’amarrage
moléculaire « docking » uniquement sur les CARs, en utilisant le package GOLD 2022.3.0.
Cela a été réalisé en collaboration avec le Collége des Sciences Pharmaceutiques de
I’Université Fédérale de Vale do Sao Francisco (UNIVASF), Petrolina 56304-205, PE,
Brésil.

4.3.Evaluation des activités anti-cancéreuses

4.3.1. Culture cellulaire

Trois lignées cellulaires (ATCC, France Office, Molsheim, France) ont été utilisées, une
lignée cellulaire du carcinome hépatique humain Huh7, une lignée cellulaire du TNBC MDA-
MB-231 et la lignée cellulaire embryonnaire de rein humain HEK 293. Elles ont été cultivées
dans un milieu DMEM (4,5 g/L de glucose, sauf pour la lignée Huh7, qui elle, a été cultivée
dans du milieu a 1 g/L de glucose) (Gibco, Thermo Fisher Scientific, France), supplémenté
avec 10% de sérum de veau feetal (SVF) décomplémenté (Gibco, Thermo-Fisher Scientific,
France), et en présence de 1% d’un cocktail d’antibiotiques composé de pénicilline et de
streptomycine (Gibco, Thermo-Fisher Scientific, France). Les lignées cellulaires ont été
maintenues a 37°C dans une atmosphére humide a 5% de CO: et ont été exemptées de
mycoplasmes par un traitement approprié (MycoAlert Mycoplasma Detection Kit ; Lonza,

France).

Les cellules ont été cultivées et amplifiées dans des flasques de 75 cm? et sont repiquées

une fois arrivées a confluence deux fois par semaine. Le décollement des cellules est réalisé par
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’utilisation d’une solution de trypsine-EDTA 1X (59418C, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin
Fallavier, France).

Le comptage des cellules de toutes les lignées étudiées a été réalisé a 1’aide d’un
compteur cellulaire automatique Cellometer (Nexcelom, Biosciences, France) et du bleu de
trypan (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) permettant de différencier les cellules
vivantes (blanches) des cellules mortes (bleues).

4.3.2. Evaluation de I’effet sur la viabilité cellulaire

Le principe de ce test cellulaire repose sur une coloration colorimétrique reflétant
I’activité métabolique cellulaire mitochondriale. Le réactif utilisé est le sel de tétrazolium (MTT
: bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium), qui, en contact avec des
cellules vivantes actives pendant trois heures & 37 °C, va étre réduit en formazan, par la
succinate déshydrogénase mitochondriale. Cette réaction résulte en la formation d’un précipité
dans la mitochondrie de couleur violette. La quantité de ce précipité sera proportionnelle a la
quantité de cellules vivantes métaboliquement actives. Ensuite, les précipités de formazan
violets sont dissous dans une solution de DMSO 100% et la densité optique (DO) est mesurée
a 570 nm.,

Pour ce faire, les cellules MDA-MB-231 ou HEK293, ont été placées dans des plaques
96 puits a une concentration de 10 000 cellules/puit (200uL) dans un milieu DMEM (complet)
pour adhésion durant 24h a 37°C. Sur ces deux lignées, le test a été réalisé avec le fucoidane
natif ainsi qu’avec les différentes formulations de F-Os de chaque seérie, tous testés a 100 pg/mL
et pour une durée de 24h de contact avec les cellules. Aprés 24 h d’incubation en présence des
candidats, 25 pL de la solution de MTT sont ajoutés (solution mére de 5mg/mL diluée dans du
PBS stérile) par puits pour ensuite replacer la plaque a I’incubateur pendant 3h. Par la suite, les
surnageants sont aspirés et 200 pL de DMSO sont placés dans les puits afin de solubiliser les
cristaux de formazan. La plaque est analysée a I’aide d’un lecteur multiplaques par lecture de
la DO a 570 nm,
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Le calcul du pourcentage de viabilité cellulaire a été effectué¢ en suivant 1’équation ci-dessous :

Equation 6. Formule de calcul de la viabilité cellulaire. Ec : échantillon.

Viabilité cellulaire (%) = DO Ec x 100

DO contréle (non traité)

4.3.3. Evaluation de I’activité anti-migratoire

4.3.3.1.  Sur des cellules d’hépatocarcinome humain (lignée Huh7)

Sur la lignée cellulaire Huh7, I’activité anti-migratoire des A-COs sélectionnés de
chaque marque a été testée dans des chambres de migration cellulaire BioCoat (Corning,
Amsterdam, The Netherlands). Les inserts de ces chambres ont été recouverts de fibronectine
(100 pg/mL; Corning, Amsterdam, The Netherlands). Un nombre de 2,5 x 10° de cellules Huh7
a été resuspendu dans le milieu de culture DMEM a faible glucose sans SVF (Invitrogen, Fisher
Scientific Illkirch, France). Les cellules ont ensuite été déposées dans la chambre supérieure.
Du milieu complet avec 10% de sérum bovin feetal pour « les cellules non traitées » ou du
milieu complet contenant 100 pg/mL de A-COs sélectionnés/contrdles a été déposé dans la
chambre inférieure. Aprés 24h, les cellules ayant migré a travers les pores des membranes des
inserts ont été colorées pendant 30 min avec une solution de cristal violet a 1% (Sigma-Aldrich,
Saint-Quentin Fallavier, France), puis comptées manuellement par deux observateurs différents
qui ont réalisé ’analyse des données. Ces expériences ont été réalisées en collaboration avec
le laboratoire LVTS de ’université de Paris 13 (Inserm U1148) (Groupe Biothérapies et

Glycoconjugués).

4.3.3.2.  Sur des cellules du TNBC (lignée MDA-MB-231)
Pour étudier les effets des formulations de F-Os générées, sur la migration de la lignée
MDA-MB-231, nous avons utilisé des plaques 96 puits spécifiques (Oris™ cell migration assay
fibronectin coated-Platypus tebubio), contenant des fonds de puits « revétus » avec de la

fibronectine.

Le principe de ce test repose sur [’utilisation de barrieres « stoppeuses »
d’ensemencement cellulaire Oris™ fabriqués a partir d’une silicone de qualité médicale pour

limiter cet ensemencement aux régions annulaires externes des puits. Le retrait des barriéres
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révele une zone centrale non ensemencée de 2 mm de diameétre, qui sera la zone de détection

dans laquelle les cellules ensemencées pourront ensuite migrer, et étre suivies par microscopie.

Les cellules ont été ensemencées dans les plagues de migration a une concentration de
100 000 cellules/puits (150 pL). Aprés 24h d’adhésion, le milieu de culture épuis¢ a été
remplacé par les différentes solutions correspondant aux contréles ou aux FOs, dilués dans du
milieu de culture avec 1% de SVF. Six candidats de F-Os ont été sélectionnés de chaque série
(0,5 et 0,15), en se basant sur les résultats de viabilité cellulaire selon des doses (Cf= 25 pg/mL
et 100 pg/mL pour les F-Os de la série 0,5 et 0,15, respectivement) non toxiques pour les
cellules. L’effet anti-migratoire des candidats a été comparé avec celui du fucoidane natif (Cf=
100 pg/mL).

En plus du contrdle non traité (cellules dans le milieu de culture avec du PBS), des
molécules de référence spécifiquement impliquées dans 1’inhibition de la migration ou dans
I’inhibition de I’activité HPSE ont été utilisées afin de relier les effets des OS a un mécanisme
d’action (Tableau 8).

Tableau 8. Conditions des contrdles de migration sur les cellules MDA-MB-231.

Dose
Controle Référence Role
(Mg/mL)
] ] ] Inhibiteur de I’activité
) Suramin sodium salt, Sigma- _
Suramine ] enzymatique de ’HPSE 20 uM
Aldrich
[61,63,261,262]
Dépolymérisation radicalaire au
H>0, : BCBS-LIENSs UMR 7266 Inhibiteur de ’HPSE
HBPM 100 pg/mL
M : 3,6 kDa [63,65,263,264]
DS : 38,52 %
) S Inhibiteur de la migration
Batimastat Tocris Bioscience N0.29.611 ) 10 pM
cellulaire [265-267]

Apres I’ajout des solutions définissant les contrdles ou celles des candidats, les barrieres
des microplagques ont été retirées pour permettre au processus de migration de se réaliser. Ce

suivi a été mené au cours d’expériences « live cell » a I’aide du microscope Zeiss permettant
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de suivre en temps réel le déplacement des cellules. La plaque a été placée a 37°C dans
I’enceinte thermorégulée du microscope conditionné a 5% de COz pour une durée de 48h. Les
images ont été analysées et la surface de migration a été quantifiée en utilisant le logiciel Fiji.

Le calcul du pourcentage d’inhibition de la migration des cellules MDA-MB-231 par

les formulations de F-Os de chaque série, a été réalisé selon 1’équation suivante :

Equation 7. Formule de calcul de la migration cellulaire. Ec : échantillon.

Migration cellulaire (%) = % e X 100

% controéle (non traité)

5. Analyses statistiques

Afin d’analyser la corrélation entre 1’activité anti-HPSE, le My et le DS des A-COs,
différents tests statistiques ont été utilisés (régression linéaire a un facteur, modeles de
covariance de Pearson et modele de corrélation a deux facteurs par la méthode des moindres
carrés). Une analyse en composantes principales (PCA) a été réalisée grace au logiciel Origin
(r) pour étudier la multivariance des candidats A-COs impliquant les facteurs My, DS, %HPSE,
% glucose (Glc), % migration, et les % types de CARs.

La significativité des effets biologiques des candidats a été évaluée en utilisant le test
one-way Anova (pour les expériences de MTT et de migration sur les cellules Huh7), et le two-
way Anova (pour les expériences de migration sur les cellules MDA-MB-231), grace au logiciel
GraphPad Prism : *, p < 0,05; **, p< 0,01 ; ***, p <0,001. Les résultats sont représentés par
les moyennes (£ SEM = standard deviation of mean) de trois expériences indépendantes (n=1
par condition de traitement pour trois plaques N=3) pour les expériences de migration sur les
cellules Huh7, et d’une expérience (n=4 par condition de traitement pour une plaque N=1) pour

les expériences de migration sur les cellules MDA-MB-231.
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6. Résumé graphique
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Figure 21. Résumé graphique de la démarche expérimentale.
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Chapitre 1 : Conception et optimisation d’oligosaccharides de A-

carraghénanes a visee anti-cancéreuse

Article 1- publié

A Screening Approach to Assess the Impact of Various Commercial Sources of Crude
Marine A-Carrageenan on the Production of Oligosaccharides with Anti-heparanase and

Anti-migratory activities

Manseur C., Groult, H, Porta, M., Bodet, P-E Mersni-Achour, R., Petit, R., Ali-Moussa S.,
Musnier, B., Le Cerf D., Varacavoudin T., Haddad O., Sutton A., Leal, Cintia Emi
Yanaguibashi, Alencar-Filho, Edilson Beserra, Piot J-M., Bridiau, N., Maugard, T., Fruitier-
Arnaudin I. Mar. Drugs 2023, 21, 295. https://doi.org/10.3390/md21050295.

IF2023 =5,4
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Résultats et discussions

1. Introduction

A travers de nombreuses études, les oligosaccharides de A-carraghénanes (A-COs) ont
montré des effets prometteurs par leur implication dans différents processus tels que la réponse
immune [47,112,213,214], l'interaction avec des facteurs de croissance [42], ou encore la
perturbation du métabolisme des cellules endothéliales au sein de la MEC [168,216,217]. Ces
oligomeres ont notamment été rapportés pour leur capacité anti-angiogenique [72], et leur
pouvoir a inhiber I’invasion et la migration de cellules cancéreuses [48,58]. Parmi leurs
mécanismes d’action, démontrés par de précédents travaux dont ceux de notre équipe, les A-
COs sont capables de réguler ’'HPSE [48,58,72,253], une enzyme surexprimée dans différents
cancers, et décrite pour sa forte implication dans la progression tumorale [65]. 1l s’agit de la
seule endoglycosidase capable de cliver les chaines des HS, qui sont des composés importants
de la matrice extracellulaire (MEC) et notamment dans le microenvironnement tumoral (MET)
[65].

Néanmoins, malgré les nombreux efforts fournis, la valorisation clinique de ces A-COs,
préparés par des approches de dépolymérisation d’un PS natif d’origine naturelle, fait face a de
sérieux défis, notamment celui lié a leur hétérogénéité [28]. En effet, ce sont des formulations
a disparité variable en termes de M,, de DS, et de composition saccharidique. Cette
hétérogénéité est lice a de nombreux facteurs, comme par exemple la méthode de
dépolymérisation appliquée, ou encore a des variations structurales déja présentes dans le PS
de départ. En plus des différents facteurs environnementaux pouvant influencer la
composition/structure des PS algaux, la production des A-CARs par certaines especes d’algues
rouges est également lie a leur cycle de reproduction. Comme avancé dans le chapitre
introductif, I’extraction et le semi-raffinage industriel ne discriminent pas les états reproductifs
de I’algue. Ce point aboutit a un mélange de plusieurs types de CARs extraits dans les produits
commerciaux estampillés « A-CARs », faisant de ces PS un type bien représentatif des

problemes d'hétérogénéité de la matiere premiére.

Pour analyser cette problématique a laquelle font face les OS de maniére génerale et
plus particuliérement les A-COs (défi 1-Standardisation), les travaux de cet article visaient
principalement & évaluer I’influence des variations présentes dans les A-CARs natifs issus
de différents fournisseurs commerciaux, sur la production de A-COs a fonctionalité anti-

tumorale.
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Pour y répondre, 6 A-CARs natifs provenant de différents fournisseurs ont été comparés
a plusieurs échelles. Tout d’abord, une caractérisation de leurs PM, une analyse élémentaire
incluant leur DS, et une analyse structurale par FTIR ont été effectuées. Une dépolymérisation
radicalaire par I’H20> a ensuite été appliquée sur chacun des PS natifs, et des préléevements ont
été réalises au cours du temps, jusqu’a 96h. Les A-COs obtenus au cours de la cinétique, ont été
caractérisés en termes de PM, de DS, et de concentration en sucres réducteurs (voir partie Partie
2 : Matériels et méthodes). Un suivi de I’activité anti-HPSE & une seule concentration a ensuite
¢té réalisé sur I’ensemble de la bibliotheque des candidats obtenus. De plus, six A-COs (produits
par un fournisseur différent) de PM et DS proches ont été sélectionnés dans chaque série afin
de calculer et de comparer les ICso de leurs activités anti-HPSE. Pour compléter cette étude,
une caractérisation structurale des six candidats a été effectuée par MS et RMN.

Ces six candidats ont des PM (1,1-1,9 kDa) et DS (12-16 %) qui assurent une balance
adéquate entre une activité anti-HPSE effective et une faible activité anti-coagulante, comme
démontré dans des travaux antérieurs [48,58]. Pour finir, nous avons donc testés leurs activités
anti-migratoire dans la lignée cellulaire du carcinome hépatique humain Huh7, décrite pour
surexprimer I’HPSE [268]. Afin de mieux comprendre si les effets anti-HPSE et anti-
migratoires entre les A-COs dépendent des légéres variations du Mn, du DS, ou s’ils sont

« marque-dépendant », des analyses statistiques multivariées ont été réalisées.

2. Résultats et discussions

2.1.Estimation des grandeurs caractéristiques de base et caracterisation

structurale des A-CARS natifs

La caractérisation par HPSEC-MALS des 6 A-CARs natifs provenant des différentes
marques a montré des différences remarquables entre eux, en termes de Mn et Mw, pouvant
aller respectivement, de 597 et 964 kDa pour le A-CAR 3 jusqu’a 215 et 762 kDa pour le A-
CAR_1. Gréace a cette méme technique, et comme le démontrent les chromatogrammes, des
espéces de bas poids moléculaire (BPM) dans les échantillons des A-CARs natifs ont été
détectées. Ces especes étaient plus abondantes dans ceux du A-CAR_4, qui présentait déja deux

populations bien distinctes des especes de plus haut poids moléculaire (HPM).

Les analyses par ICP-MS, ont montré des différences en termes de DS entre les A-CARS
natifs. En effet, le A-CAR_1,2,5 et 6 sont les plus sulfatés (26,0%, 27,0%, 28,5%, et 28,9%,
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respectivement) que le A-CAR_3 et 4 (21,4% et 21,9%, respectivement). Des variations dans
la composition élémentaire mesurée par ICP-MS ont également éte identifiées, en termes

de quantités en fer, magnésium et manganése.

Enfin, les analyses structurales par FTIR ont révélé la présence de k- et de 1- CARs dans

les 6 échantillons commerciaux de A-CARS testés.

Ces premiers résultats de caractérisation structurale sont une premiére indication :

- Dela présence des différences entre les produits commerciaux vendus en tant que A-
CARs natifs, en termes de M,, de DS.

- D’une hétérogénéité au sein des échantillons eux méme, a travers la présence de

différentes familles de CARs (A-, k- et 1), et d’espéces de BPM.

2.2.Dépolymérisation des A-CARs natifs pour la production de A-COs

La dépolymérisation des 6 A-CARs natifs a été réalisée par une voie chimique
radicalaire utilisant ’H202 a 60 °C et avec un ratio de H,O2/A-CARs (m/m) fixé a 1,5. La
réaction a induit une diminution du Mn en fonction du temps de dépolymérisation. Les
analyses structurales réalisées par HPSEC-DRI ont montré que les Mn des A-COs des marques
testées étaient différents jusqu’a 24h de temps de dépolymérisation, ce qui pourrait
s’expliquer par les différences initiales de My entre les A-CARSs natifs. En effet, la réaction la
plus rapide était celle du A-CAR_1 qui avait le Mn le plus faible (215 kDa), tandis que la plus
lente était dans le cas du A-CAR_3 qui avait le My le plus élevé (597 kDa). Cette cinétique n’est
pas valable pour tous les A-CARs, suggérant 1’influence d’autres parameétres tels que la
conformation structurale, qui pourrait leur procurer une résistance a la dépolymeérisation. En
revanche, apreés 24h de dépolymérisation, les Mn des A-COs respectifs de chaque marque
se rapprochent, probablement gréace a la génération de motifs structuraux plus similaires au

cours de la réaction.

En plus de la diminution du Mn au cours du temps, la réaction de dépolymérisation a
induit également une désulfatation. Cette derniere reste faible lorsque le M, > 20 kDa, puis

accélére ensuite lorsque le My est en dessous de ce seuil, et pendant que la cinétique de
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I’hydrolyse ralentit. Il est possible de justifier ce comportement par la structure
tridimensionnelle complexe des A-CARSs natifs, qui limite ainsi 1’exposition des groupements
sulfates & I’H202 au début de la réaction, ou encore par une résistance liée a une position
particuliére parmi les 3 groupements sulfates composant théoriquement le A-CAR, au début de
la réaction [48]. Enfin, en comparant les A-COs obtenus de chaque marque, il a été constaté
qu’ils présentaient des différences importantes en termes de DS a des Mn > 10 kDa, corrélées
aux différences initiales observées chez les A-CARs natifs. La encore, les DS ont tendance a se
rapprocher entre-eux pour les A-COs de plus BPM avec la génération de motifs structuraux plus

similaires.

Le suivi de la réaction de dépolymérisation a été complété par la mesure des
concentrations en sucres réducteurs dans les solutions des différentes formulations obtenues. Il
a été constaté que ces concentrations augmentaient au cours de la dépolymérisation pour
les formulations de Mn > 10 kDa, en raison de la libération des extrémités réductrices au cours
du temps. En revanche, de maniére surprenante, a des Mn en dessous de cette valeur, la
concentration en sucres réducteurs a diminué. Ceci pourrait étre di a de possibles
changements structuraux dans les monosaccharides terminaux. De plus, la concentration
en sucres réducteurs a été plus élevée chez les A-CAR_3 et _4, confirmant les résultats de
I’HPSEC-MALS qui suggérent la présence de produits de BPM dans les mélanges de départ.

Enfin, afin de vérifier la reproductibilité de la méthode de dépolymérisation par 1’H203,
la réaction a été répétée en utilisant les mémes temps de dépolymérisation pour un A-CO
sélectionné de chaque marque. Les M, obtenus étaient différents entre les deux A-COs de
chaque marque. Cette expérience révele la nécessité d’utiliser des méthodologies alternatives
de production avec des conditions plus contrdlées, notamment en termes de température et
d’agitation. Il faut mentionner que la solubilisation des A-CARs natifs a été réalisée a la limite
de leur solubilité (5 mg/mL), ce qui aurait pu engendrer une sorte d’hydrolyse en phase
hétérogéne. Par conséquent, nous pouvons considérer qu’une bonne reproductibilité des A-CO
produits est possible a la condition de pouvoir effectuer un suivi en direct de la réaction de
dépolymérisation (Mn, DS), comme déja réalisé dans le cas de la production industrielle de
I’héparine de BPM [159].
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Ces résultats indiquent que :

- Malgré les différences présentes dans les échantillons des A-CARs natifs en termes
de M, de DS, la réaction de dépolymérisation permet une sorte d'homogénéisation
de ces deux paramétres chez les A-COs de BPM (<10 kDa).

- La reproductibilité de la dépolymérisation n’est pas satisfaisante mais peut étre

amélioriée.

2.3.Etude de I’inhibition de I’HPSE par les A-COs

Apres la caractérisation macromoléculaire de toutes les formulations de A-COs générées
a partir des 6 A-CARs natifs de chaque marque, un suivi de I’activité de notre enzyme d’intérét,
I’HPSE, a été réalisé en présence des A-COs préparés a une concentration permettant de couvrir
I’évolution des activités. Les résultats ont montré une baisse de I’activité enzymatique
corrélée a une diminution du Mn et du DS, comme précédemment démontré par notre équipe
[48].

Les deux variables Ln (Myn)et DS ont ainsi montré indépendamment, une corrélation
linéaire de Pearson quasiment compléte avec I’activité anti-HPSE (0,962 et 0,929,
respectivement. L’analyse multiple de régression linéaire par la méthode des moindres carrés
incluant les deux variables a confirmé qu’elle pouvait expliquer plus de 97,6 % de la variance
du systeme. Comme la méthode radicalaire désulfate au cours de la dépolymérisation, il est
difficile d’établir une conclusion claire sur I’importance du My par rapport au DS dans ce suivi
d’activité¢ anti-HPSE. En ce sens, une dépolymérisation enzymatique qui préserve les
groupements sulfates ou 1’établissement de nouvelles séries a partir de A-COs de My définis
avec différents grades de resulfatation/désulfatation contr6lés pourraient permettre de lever

cette interrogation.

Les mémes analyses statistiques de corrélation linéaire de Pearson a un facteur ont
également été répétées, mais cette fois-ci en séparant les A-COs selon le fournisseur d’origine.
Ces analyses ont révéle des différences entre les séries de A-COs des différentes marques dans
les coefficients de linéarité des activités anti-HPSE en fonction du Ln (M) et sur DS. Cela
suggere une influence des variations initiales présentes dans les échantillons de A-CARS natifs.
Pour appuyer cette hypothése, six candidats A-COs avec un My et un DS proches et issus chacun

d’un fournisseur différent ont été seélectionnés, puis leurs ICso vis-a-vis de I’'HPSE ont été
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calculées. Des changements importants entre les candidats ont été observeées, difficilement
imputables aux variations mineures des M, et DS entre-eux. Encore plus marquant, les analyses
statistiques de corrélation effectuées entre les 1Cso obtenues pour les A-CARs natifs de chaque
fournisseur et le Mn ou le DS n’ont pas été significatives (p-value jusqu’a 0,3). Ces résultats
viennent confirmer que si évidemment, le My et le DS sont des paramétres clefs pour I’activité

anti-HPSE, il existe une variation « marque-dépendante ».

En marge de notre questionnement principal li¢ a I’impact de la matiére premiere utilisée
pour la génération de A-COs anti-HPSE, nous souhaitons replacer et discuter dans ce paragraphe
du potentiel de ces A-COs en comparaison avec d’autres inhibiteurs de nature saccharidique
trouvé dans la littérature, en particulier I’héparine (inhibiteur de référence de I’HPSE). Bien
que nous ayons déja argumenté que 1’utilisation des PS natifs est limitée, comparer leur 1Cso
vis-a-vis de ’HPSE reste informatif. En effet, les ICso des A-CARs natifs étudiés se positionnent
dans la méme gamme de concentrations que celle de I’héparine native [58], a savoir, 0,3-0,9
pg/mL vs 0,63 pg/mL. Les premiéres études de la littérature comparant I’activité anti-HPSE du
A-CAR natif et celle de I’héparine native valident également ce résultat d’ICso proches, bien que
ces valeurs ont été obtenues a partir de 1’application de tests différents [22,24]. Parmi les A-
COs sélectionnés de chaque marque, le A-CO_5 (dep2) a I’ICso la plus proche de celle d’une
héparine de BPM, calculée dans nos précedentes études [58], a savoir, 7,0 pg/mL contre 1,02
pg/mL. Il faut néanmoins prendre ces résultats avec précaution car les caractéristiques
moléculaires de base (Mn et DS) de 1I’héparine de BPM (M 5,1 kDa et DS 28%) par rapport a
celles du A-CO_5 (dep2) (Mn 2,5 kDa et DS 24,1%) sont légérement différentes.
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Ces résultats indiquent que :

- Pour chaque marque, la baisse de I'activité enzymatique est complétement corrélée
a une diminution du M, et du DS.

- En plus du M, et du DS, des variations structurales présentes dans les échantillons
des 6 A-CARs natifs pourraient expliquer les différences d’activité anti-HPSE des A-

COs produits.

2.4.Caractérisation structurale par UHPLC-MS et RMN des A-COs
sélectionneés

2.4.1. Analyses par UHPLC-MS

Pour élucider les différences de compositions dans les formulations de A-COs issus de
marques différentes qui sont possiblement a 1’origine des variations de I’activité anti-HPSE,
des analyses structurales par MS ont été effectuées. Sur les six candidats A-COs sélectionnés,
elles ont révélé des différences quantitatives sur 35 marqueurs représentatifs sélectionnés dans
les spectres. Parmi ces marqueurs, des séquences typiques du type A étaient présentes, incluant:
Gal(0S03)-Gal, Gal(0OS0O3)-GalGal(0OS03"), Gal(0SO3)-Gal-Gal-(0SO37), ou Gal(0S0O3)-
Gal. La présence des sulfates dans ces marqueurs confirme que la désulfatation n’est pas

compléte durant la réaction de dépolymérisation par 1’H205.

D’ailleurs, de maniere surprenante quelques séquences hautement sulfatées
(Gal(0S03")-Gal-Gal-(0S03")4) étaient également présentes. Les séquences galactopyranoses
détectées étaient limitées a un DP3, ce qui pourrait étre dd a plusieurs raisons : la réaction de
dépolymérisation, les conditions de 1’analyse MS (perte d’ionisation d’espéces a de plus hauts
DP) ou encore une fragmentation en source en raison de 1’instabilité des composés. La présence
d’autres types de CARs, déja révélée par les analyses FTIR des A-CARs natifs, a été confirmée,
par la détection des marqueurs contenant des ponts anhydres (Gal(OSO3 )-Gal-AnGal and
Gal(0OS03)-Gal-AnGal-(0SO37). Ces analyses ont également montré la présence d’espéces
plus complexes (hautement oxydees, lactones, polyols, etc), certainement en raison de la
réactivité de I’H20,. Ce dernier a d’ailleurs déja été décrit pour induire des modifications de la
structure initiale du sucre. Ces modifications peuvent altérer les extrémités réductrices des

sucres, ce qui expliquerait la baisse observée dans le dosage WST-1 réalisé précédemment.
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2.4.2. Analyses par RMN

Afin de valider les hypothéses précédentes, et essayer de détecter des différences plus
qualitatives, des analyses RMN H ont également été réalisées sur les six A-COs sélectionnés
de chaque fournisseur.

Les résultats ont indiqué la présence de Glc (25%) dans les échantillons de A-CO_3 et
_4, souvent utilisé dans les processus de fabrication afin de contréler la viscosité finale des
mélanges. La détection de celui-ci justifie d’un coté les plus faibles DS moyens dans les A-
CAR_3 et _4 natifs par rapport aux autres, et d’un autre coté la présence des hautes intensités
de pics additionnels d’espéces de BPM détectés par DRI dans leurs chromatogrammes.
Egalement, cela confirme les observations faites lors de la quantification des sucres réducteurs
qui avaient montré une concentration élevée et inattendue au début de la dépolymérisation de
ces deux A-CARs natifs. Il est difficile de connaitre la nature du Glc introduite (simple ou en

sucre complexe).

Par ailleurs, a travers ces analyses nous avons encore une fois confirmé la présence des
types k- et - CARs dans les échantillons de A-CARs natifs commerciaux. La semi-
quantification de ces différents types a révele les résultats suivants :

- Le A-CO_5 contient la plus forte proportion en type -A (23%), tandis que le A-CO_4 et

_6 contiennent les plus faibles proportions (17%).

- Le A-CO_2 et _6, étaient les plus abondants en v-CAR (35 et 33%, respectivement),
dont la structure se rapproche du A-CAR.

- Le -CAR était plus abondant dans la formulation de A-CO_4 (24%).

- Le x-CAR était prédominant dans les échantillons de A-CO_1, 3, 4et 5.

Sur la base de ces résultats, nous avons trouvé important d’évaluer 1’impact de ces
differentes proportions en types de CARs, et de la proportion en Glc dans les formulations de
A-COs, sur l’activité anti-HPSE. Pour ce faire, une analyse statistique multivariée en
composante principale (PCA) a été réalisée, et a indiqué les résultats suivants :

- Intégration compléte du My et DS avec I’activité anti-HPSE dans I’axe PC1.

- Parmi les types de CARs, le A- est le seul a étre corrélé avec 1’activité anti-HPSE dans
les axes (PC2 et PC3) contenant la variance mineure de I’activité de ’HPSE.

- Les types k- et - sont inversement corrélés au type A-, en raison des proportions des

formes tétrasporophytes et gamétophytes producteurs de ces types dans 1’algue.
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- Les résultats montrent que le Glc a été ajouté dans les échantillons de A-CARs contenant
le plus de types de CARs gélifiants (k- et - CARs) par rapport aux non gélifiants (v- et
A-).

L’impact des proportions du Glc (dans le cas ou il s’agit de Glc simple) et des différents
types de CARs dans les échantillons de A-CARs natifs commerciaux sur 1’activité anti-HPSE a
été étudié en réalisant des tests supplémentaires avec du Glc, des «,- et de 1- COs produits a
partir de x- et de - CARs natifs commerciaux. Contrairement aux A-CARS natifs, I’avantages
de ces deux types de CARs est qu’ils peuvent étre obtenus a un haut degré de pureté a partir
d’autres algues rouges. Le test enzymatique réalisé en présence de Glc a montré comme attendu
aucune inhibition de ’activité de ’'HPSE. Par contre, les résultats avec les sucres algaux ont
révelé que si les k-COs ne présentent aucune activité anti-HPSE, les 1-COs purs étaient, eux
bien actifs. Néanmoins, ces derniers restent moins efficaces que les formulations « mélanges »
de A-COs. Cela pourrait étre di au fait que les A- et 1- CARs ou leurs dérivés de BPM ont des
DS plus élevés que ceux du k-CAR et k-COs. 1l faut noter que pour entériner ces observations,
il serait important d’obtenir et de tester des formulations de A-COs purs et non en mélange (voir

Partie 4 : Conclusions géneérales et perspectives). Ces résultats ont également été
renforcés par des expériences de «docking» en modélisation moléculaire, realisées en
collaboration, avec le College of Pharmaceutical Sciences (Federal University of Vale do
Sao Francisco, Brésil, sur les séquences trisaccharidiques théoriques des différents types de
CARs. Les espériences ont montré un score d’intéraction plus élevé des séquences
trisaccharidiques du A-CAR et du 1-CAR avec le site catalytique de I’HPSE, par rapport a celui
du k-CAR.

De plus, une étude a mis en évidence I’'importance du profil de sulfatation des séquences
saccharidiques, pour la liaison des HS sur le site catalytique de ’HPSE, le substrat naturel de
I’HPSE avec le site catalytique de I’enzyme [233]. Il est donc tout a fait possible de suggérer
que la structure de type k-, et notamment son profil de sulfatation (dont le degré est plus faible
que les type A- et ) ne préviligie pas une liaison a I’HPSE. L’ensemble de ces expériences
confirment que I’inhibition de 1’activité enzymatique de I’HPSE ne serait pas le résultat d’un
encombrement stérique, mais plutét d’une forte affinité avec un/des motifs sulfatés précis

presents au sein des structures des types A- et t-.

129



Résultats et discussions

Nous souhaitons ici mentionner qu’indirectement, par de nouvelles études structures-
fonctions sur les autres types de CARs des algues rouges, ce travail nous a également permis
d’aborder le défi 2- Criblage utile & la maturation clinique des OS algaux thérapeutiques.

Ces résultats indiquent que :

- Les caractérisations structurales par UPLC-MS et RMN ont confirmé la présence
de différents types de CARs dans les formulations de A-COs issues de A-CARS
natifs commerciaux, et pour deux d’entre-eux, la présence d’un additif a base de
Glucose.

- L’activité anti-HPSE est liée principalement au Mn, au DS, mais pourrait étre
favorisée également par I’abondance des types A-, 1-, et non pas du type k-.

- Lors des analyses des bioactivités des A-COs (in vitro ou in cellulo a venir), il est
important de considérer que la structure initiale des types A- a pu étre altérée par
la dépolymérisation a I’H20: et la création de nouvelles fonctions chimiques actives

(exemples : lactones).

2.5.Activité anti-migratoire des A-COs sur les cellules d’hépatocarcinome de

la lignée Huh7

Le but ici était double et se placait dans le défi 3- Compréhension :

D’une part, il s’agissait de comprendre si les activités anti-HPSE des A-COs pouvaient
étres corrélées a des effets régulateurs de la migration chimiotactique de cellules
d’hépatocarcinome (Huh7, déja décrite pour surexprimer I’HPSE [268]) ou bien, s’il
présentaient des intéractions avec d’autres cibles (exemples: facteurs de croissance,
chimiokines, etc) [42]. D’autre part si les effets entre les candidats testés différent selon les

parametres physicochimiques et les variabilités dans les compositions du produit d’origine.

D’une maniére plus générale, ces expériences nous ont permis également de vérifier si
les effets anti-migratoires des A-COs pouvaient étre « contexte pathologique dépendants » en
comparant les résultats obtenus avec ceux précédemment publiés sur des cellules d’un autre

type de cancer : le TNBC, modélisé par la lignée MDA-MB-231 [48,58].
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L’expérience a été réalisée sur des A-COs préalablement sélectionnés sur la base de leurs

Mn, de leur DS et de leur ICsg vis-a-vis de I’HPSE. Un k- et un 1- COs présentant des

caractéristiques proches des A-COs ont également été utilisés pour comparaison. Les résultats

sont les suivants :

Différences de 1’activité anti-migratoire entre les A-COs selon leur origine, avec un
meilleur effet du A-CO_1 (inhibition toutefois modérée de 26%).
Les meilleures activités anti-migratoires ont été obtenues avec le k- et 1- COs purs avec

32 et 38% d’inhibition, respectivement.

Une autre analyse statistique PCA a été réalisée dans le but de discriminer les parametres

impliqués dans I’inhibition de la migration des cellules Huh7, révélant les résultats suivants :

La proportion en type-A, le Mn et le DS sont bien corrélés avec 1’ICsp Vis-a-vis de
I’HPSE (axe PC2) confirmant les analyses précédentes.

Néanmoins, I’activité anti-migratoire n’est que trés faiblement liée a I’activité anti-
HPSE (et donc a la proportion en type-A, au Mn et au DS). En revanche, elle semble
étre due a la présence d’especes de type 1-, et de type k- bien que ces derniéres aient une
activité anti-HPSE beaucoup plus faible.

Ces résultats révelent une relation structure-fonction directe, en indiquant qu’une
meilleure inhibition de 1’activité enzymatique de I’HPSE, ne se traduit pas forcément
par une meilleure activité anti-migratoire, probablement di a une interaction
préférentielle des espéces lambda avec d’autres biomolécules dans le mélange complexe

qui n’ont pas ou peu d’impact sur le phénotype migratoire.

Sur 1’aspect « contexte pathologique dépendant », I’activité modérée de la formulation

A-CO_1 observée sur la migration des Huh-7 est concordante avec celle obtenue precédemment

sur les MDA-MB-231, bien que cette derniére soit plus marquée (60%). Dans cette étude

précédente, il a ét¢ démontré que 1’effet d’inhibition de la migration d’un A-CO_1 n’est que

partiellement médié par I’inhibition de I’activité enzymatique de I’HPSE et que d’autres

mécanismes sont impliqués, comme la capacité d’interagir avec des facteurs de croissance, la

régulation des niveaux d’expression de I’HPSE, et I’implication des MMPs [58]. Au regard des

résultats précédents et présents, du fait que le candidat soit une formulation de plusieurs types
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de CARs, il est donc possible de conjecturer que 1) le A-CO_1, et en particulier les espéces de
type A- du mélange puissent intéragir avec d’autres partenaires biologiques impliqués ou non
dans la migration, 2) les espéces de types k- et - sont celles qui sont a I’origine des autres

mécanismes d’inhibition de la migration cellulaire, mis en valeur dans notre précedente étude.

Ces résultats indiquent que :
- L’activité anti-HPSE des formulations de A-COs testées ne participe que partiellement
a leurs activités anti-migratoires dans les cellules Huh7, et d’autres mécanismes sont

impliqués, notamment a travers la présence d’espéces de type k- et t-.
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Chapitre 2 : Conception et optimisation d’oligosaccharides de

fucoidanes a visée anti-cancéreuse

Section 1- Oligosaccharides de fucoidanes inhibiteurs de I’activité

enzymatique de I’héparanase et de la migration

Article 2- en cours de rédaction

Structure function insights on fucoidan oligosaccharides with anti-heparanase and anti-

migratory activities

Manseur C., Saliba J., Mersni-Achour R., Colin B., Musnier B., Ali-Moussa S., Bodet P-E.,
Bridiau N., Le Cerf D., Varacavoudin T., Piot J-M., Maugard T., Groult H*., Arnaudin I*.

(journal non défini).
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1. Introduction

Pour pallier aux limites de la chimiothérapie, 1’identification de nouvelles cibles plus
spécifiques devient une urgence. De maniere intéressante, le MET offre des possibilités,
notamment a tavers la surexpression de I’HPSE, une enzyme clé surexprimée dans la
MEC/MET et impliquée dans de nombreux processus de la progression tumorale, devenant
ainsi une cible thérapeutique d’intérét [63,65]. Dans le cadre de cette investigation, les OS ont
émergé comme une classe d’inhibiteurs prometteurs puisque ce sont comme des mimes
structuraux du substrat naturel de cette enzyme, les HS. Parmi ces OS, ceux d’origine algale, et
en particulier les A-COs se sont largement démarqués [42,48,58,72,253]. Néanmoins, les F-Os,
malgré une littérature trés étoffée de leurs potentiels en oncologie, ont été écartés de ces études.
Cela nous a motive a explorer le potentiel de ces F-Os a inhiber I’HPSE puis a réguler le

processus de migration de cellules cancéreuses médié en parti par I’HPSE.

Pour ce faire, des dépolymérisations radicalaires par 1’H202 d’un fucoidane natif
commercial issu de I’espéce d’algue brune Fucus vesiculosus, ont été réalisées en appliquant
deux ratio de H2O-/Fucoidane natif différents, 0,15 et 0,5 ; générant ainsi deux séries de F-Os.
Dans un premier temps, une estimation des caractéristiques moléculaires de base (Mn, B, DS)
du fucoidane natif et de I’ensemble de « 1’oligothéque » de F-Os générés a été réalisée. Une
élucidation structurale par FT-IR et par MS a également été effectuée sur des F-Os sélectionnés
des deux séries. Par la suite, afin d’identifier des candidats F-Os prometteurs, un criblage des
activités biologiques d’intérét a été effectué in vitro. Tout d’abord, il a été important de s’assurer
que les F-Os générés présentaient peu ou pas d’activité anti-coagulante, en mesurant leurs effets
sur le temps de céphaline activée (APTT) et le temps de thrombine (TT) de plasma humain
(Stago ®). Puis, le potentiel des F-Os a inhiber ’activité enzymatique de I’HPSE, a été évalué
grace a un test enzymatique basé sur le FRET. Enfin, les activités anti-migratoires des F-Os sur
la viabilité cellulaire et la migration de la lignée cancéreuse MDA-MB-231 (modéle du TNBC),
décrite pour surexprimer I’HPSE, ont été évaluées [58,72,269]. La comparaison des effets des
F-Os avec ceux de plusieurs molécules « controles » de la migration et de I’inhibition de
I’HPSE (Batimastat, suramine, héparine de BPM), nous a permis de batir les premieres

hypothéses du mécanisme d’action de ces F-Os.
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2. Résultats et discussions

2.1.Dépolymérisation du fucoidane natif et détermination des caractéristiques

moléculaires de base des F-Os produits
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Figure 22. Dépolymérisation radicalaire du fucoidane natif commercial (de 1’espéce Fucus
vesiculosus) en appliquant un ratio H.Oz/fucoidane natif de 0,15 ou de 0,5. (A) Evolution de la
masse molaire moyenne en nombre (My) en fonction du temps des formulations de F-Os
obtenues. (B) Effet de la réaction de dépolymerisation sur le degré de sulfatation (DS) des F-
Os comparé aux A-COs des différents fournisseurs. (C) Quantification des sucres réducteurs en

fonction de 1’évolution du M.
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Tableau 9. Masses molaires (Mn et My), degré de dépolymérisation moyen en nombre (DP), et
indice de polydispersité (P) calculés par des analyses en HPSEC-MALS (dans le cas du
fucoidane natif) ou en HPSEC-DRI (dans le cas des formulations de F-Os, en utilisant une
gamme de standards d’héparines de Mn connus), et degré de sulfatation (DS) du fucoidane natif
et de I’ensemble des formulations de F-Os de la série 0,15 et 0,5 obtenues au cours de la réaction

de dépolymérisation.

Natif/OS Temps (h) | Mn (Da) Mw (Da) DP b DS %
(m/m)
Fucoidane natif 0 35 000 59 000 162 1,7 46,0+ 14
2 16579,7 26267,7 89 1,6 | 37,0%3,0
4 12624,9 20219,6 68 16 | 370+4,1
8 6176,4 16597,8 32 2,7 | 39,036
12 3707,3 7715,7 22 21 | 31,0%79
24 1979,5 44250 11 22 | 33040
série 0.5 48 1504,4 2998,5 10 20 | 230+4,9
72 12148 2425,1 8 20 | 22,0t6,1
96 1034,7 2057,2 7 20 | 21,032
120 961,9 1818,3 6 19 | 230+27
144 905,5 1813,2 7 20 | 140t45
0,5 15022,1 20455,2 85 14 | 338+07
1 12552,7 19679,5 67 16 | 380+1,0
15 5135,4 10195,6 31 2,0 | 30,0%23
2 5029,6 9781,0 27 19 | 370+13
4 3013,2 5440,9 18 18 | 290+1,5
Serie 05 8 1730,7 3617,3 11 21 | 250+11
12 1489,3 3124,2 10 21 | 230+15
48 521,7 676,0 4 13 50+1,6
96 4715 630,5 4 13 58+0,5
120 485,6 665,5 4 14 | 40+12
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Dans cette étude, le fucoidane natif commercial issu de 1’espéce Fucus vesiculosus
(Sigma-Aldrich) a été utilisé pour produire les F-Os. Comme précisé dans le tableau 11, les
analyses d’HPSEC-MALS de ce PS natif ont permis d’estimer sa masse molaire en nombre
(Mn) a 35 kDa. Son DS de 46% + 1,4 a été estimé par le test colorimétrique d’Azure A.
Contrairement au DS qui apparait assez éleve (par rapport a la fourchette de DS de 27-32 % de
la littérature [270-272]), la valeur du M, se rapproche de celles indiquées d’autres travaux de
la littérature ayant trait a ce méme fucoidane natif commercial [272]. Des analyses par ICP-MS

sont en cours pour obtenir une estimation plus précise du DS du fucoidane natif.

Pour obtenir les dérivés de F-Os, deux ratios (0,15, 0,5) de H202/fucoidane natif (m/m)
ont été appliqués, résultant en deux séries nommeées : série 0,15 et série 0,5. Les masses molaires
de tous les OS générés ont été estimées grace a des analyses par HPSEC-DRI utilisant une
courbe de calibration de standards d’héparines de Mn connus (voir Partie 2 : Matériels et

méthodes).

La Figure 22 A-B et le Tableau 9 reconfirment les résultats consignés dans le Chapitre
1 a savoir que la dépolymérisation par I’'H20 induit une diminution du M et une désulfatation
au cours du temps. La diminution du M, est rapide jusqu’a 24 h, puis par la suite se ralentit,
quel que soit le ratio H.O»/fucoidane natif appliqué (Figure 22 A). Ce type de cinétique
correspond a ce que nous avons obtenu dans le Chapitre 1, ainsi que dans nos précédents
travaux, et pourrait étre expliqué par une meilleure réactivité de 1’H20- au début de la réaction.
Nous constatons ¢également qu’un ratio de 0,5 induit logiquement une cinétique de
dépolymérisation plus rapide qu’un ratio de 0,15 (Figure 22 A). Concernant la deésulfatation,
nous remarquons qu’elle est également moins rapide au début de la dépolymérisation (M, > 8
kDa) (Figure 22 B). En revanche, a un My < 8 kDa, la désulfatation est beaucoup plus rapide,
certainement en raison d’une simplification de la structure et d’une meilleure accessibilité des
groupements sulfates a I’agent de dépolymérisation. L’impact du ratio H2O/fucoidane utilisé
pendant la dépolymérisation, sur le couple Mn/DS n’est pas trés claire, mais il semble ne pas
avoir d’influence. Autrement dit, pour un My, donng, le DS mesuré reste pratiquement identique

quel que soit le ratio H.O»/fucoidane natif appliqué (Tableau 9).
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Nous nous sommes par la suite intéresses a la quantification des sucres réducteurs dans
les solutions de F-Os obtenues, réalisée par le test colorimétrique WST-1. La Figure 22 C
montre bien une augmentation dans la concentration en extrémités réductrices (exprimees en
équivalent fucose) générées au cours de la réaction de dépolymérisation, quel que soit le ratio
H20O»/fucoidane natif appliqué. Néanmoins, ce test n’arrive pas a illustrer la différence de
cinétique entre les séries 0,5 et 0,15 en début de dépolymérisation. Ce résultat confirme encore
une fois que la diminution du My en fonction du temps de dépolymérisation du fucoidane natif,
est accompagnée de la formation de nouvelles extrémités réductrices de fucose. En revanche,
contrairement aux résultats obtenus dans le cas des A-COs (Chapitre 1), cette augmentation
n’est pas suivie d’une diminution de la concentration en sucres réducteurs pour les OS de trés
BPM produits en fin de réaction. Pour rappel cette diminution observée par le test WST-1 dans
le cas des A-COs a été assimilée a une premiére indication de modifications structurelles, qui a
été ensuite confirmée par MS. Il est possible de suggérer que les taux de H>O> utilisés pour
dépolymériser le fucoidane natif n’ont pas été suffisants pour détecter ces sucres modifiés dans
les solutions de F-Os. Pour valider cette hypothese, il serait intéressant de réaliser une
dépolymérisation avec un ratio plus élevé. Par exemple, un ratio H.O2/PS de 1,5 (w/w), qui est
celui utilisé pour la dépolymérisation des A-COs. De plus, ce test préliminaire colorimétrique
ne donne qu’une premiére indication et ne permet pas de conclure définitivement qu’il n’y a
pas eu de modification au niveau des monosaccharides terminaux des formulations de F-Os.

Les analyses de MS permettront de compléter ces premieres observations.

Ces résultats indiquent que :
- Un ratio de H20;/fucoidane natif de 0,5 induit une dépolymérisation plus rapide,
sans qu’il y ait de différence sur la désulfatation a M, identique, par rapport a
un ratio de 0,15.
- La génération d’extrémités réductrices se produit pendant la dépolymérisation.
- Les caractéristiques moléculaires de base (M,, DS, WST-1) peuvent différer selon

la méthode de caractérisation utilisée.
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A la suite des résultats de cette caractérisation des M et DS, nous avons sélectionné des
F-Os de chaque série (Tableau 9, cellules vertes) de fagon a avoir un large panel de candidats
avec des My et DS différents entre chaque série, sur lesquels la suite des expériences a été

réalisée.

2.2.Caractérisation structurale par UPLC-MS

m—
Aoy
| 563 T84 528 9.9 1159
. 6641239 3070416 1287
1 5351338 380.0899 £90.1403
A A A " A s
200 oo 400 500 600 T0 a0 00 1000 100 12m 1300 100 1800 .00
enErues 0 1 Toe s Es
100, 1842430179 g3 QN 9EE2 N;;‘:N 570 1160 -
E 2410016 228 Desz o 1aes 2 1015 WM 1280 e 1388 140
1 g [ r 1871 saa 11s Xl 1
oL n . A 11204121 _L 871 gas 1146 655.1100865.1199
100 2 aoe 4 50 600 10 a8 00 1002 108 7m 1308 1400 s .00
ementrucs 012 \roe s es
. 18 4,32,06.95% 1
168y 1161 L=
H 147 B100T 5883560119 5.15 T3z 7.87 560 307.0416 13.60
# | MIM73) ’ W07 3870601 a2 1zor g 1502
i F ol 16641277 853325 11204763 L 2691876 B541M6 gocyonn
i 20 aod 4o Bod 820 T a o0 W00 oo frog 1300 o RL1- .00
s Fues 018120 1700 15 g3
100 30 432 =
™ 1.8 56 6545430969550 16Ted
i 2410016, 2 31 5 16:458.0320 1.90 8.59 1018 11.65 1294
| 241.0014 St BB4TZ  4o8 2320 T 07006 555 1852
R 1 zm a0 40 500 600 T a8 w0 0o oo 7 1200 100 Rl PH00
_— 442 435 L=
B 96959 Fopacar 516 i
i B.04 T8 853 10.17 11.54 1280 14 15.32
| lmw’ e n21_1549349.L 09095 3120742 2120744 4653334 1661142 ZBEIIBE 2601852 otaarer 2120763
- —
; 2 I e ) [ ) ) Py e e m 30 e o oo
43 -
438 o
181 245 %S fosoms . 674 B53 856 1018 1152 1296 1341 532
7430181 5351317 sagTas 2120739 465.3333212 07441861128 268 2168 2691956 203 2397 130730
— Ak A Al .
2 ) a0 1) 800 Tm a0 am 000 e =2 1300 ) 1800 woa
200 Ftit 051208 1. TOF LS £
171 =
100 187 329 A8 362 93 a7 24008
] 143 2aroota 1460087 2590126 22,9658 ges B wGveae om0 6500728
| 2430178
R T T T
.90 - 100 490 00 LX-] kg LI} 1]
M EFeo 0510

[1] 008 ) [F) 12500 o 1800 o0
o |

E5
44 478 L
way 030 19 . 233 a7 [2a30177, 270 11.67 o
o 2988813 2410027, oo 228 935435;3;% 791 3.50 9.4 3070410 13,01 1429
] L © 6641252 465.3331 570.116910,04.089. 24520, 2601850 §85.1221
B -
] 2 ) pe=s ) e T [ 1] ) ee [ T568 e e T
0TWEIBFruo 0580 s 1 YO‘%EB:
438 a3 7
™1 seiEa o4l pogp, 231 29001 e 7.37 B as e o
- ) 241.0020 5144650017 387.0583 gos B5INT gro o Ao part g
il Y . ; ? 6641238 570.1202 L 26061879
Te0 ko ) e e e T [ 17 ] oo 5 V50 ey oo )
202 WAIBFt0 O Sl TOF U8 E5
030 428 4m )
00y 180 17084
| 2068800 2290021 9597 8a4 1168
# 2301 200 469.0318 Tos 790 A 10.17 307.0407 1299 14.79
il .o i 360.0751664.1249 1861125 i 269.1871 312 0728
.00 200 00 400 400 &00 T.00 00 00 10.00 noo 20 13.00 W0 1400 oo
amraase puce 08 1h30 v o
- a0 432
1 1.79 565504 K op arogy 1.76
» [2068803 p43ni79 220,154 9647 .90 a2 e 1020 1300 14z 1832
:J . . N 2120741 2120716 4653315 188 1137 7405 2691868 2ipazs 2120746
100 20m oo 40 500 620 700 a0 a0 1008 1"eo 70 1300 1400 1500 600
sozaazEpue 08 1 N e
432
1o 434
1 e 178 55 5554 512
H 9695’9!38 a2 LT3 11.72 1292
o [=68813 2a30172 90753 639 724 10.17 1445 15,84
| l i A ‘”9'1"""96"‘1‘1 | 2120748 2120737 465 33242120725 186,134 3070416 269.1851 2120736 2120732
L 20 X a0 Bo0 500 T a0 (2.4 100 e 2 REE- Lo 1500 '59:;-.

Figure 23. Profils chromatographiques de I’'UPLC-MS des formulations F-Os sélectionnées de
la série (A) 0,15 et (B) 0,5, obtenus par polarité négative.

L’UPLC-MS a été effectuée sur a une colonne Cig de phase inverse couplée par ion
(heptyl ammonium formate-RPIR) et utilisant une source de type ESI q-TOF MS en polarité
négative. L’analyse a permis de générer des chromatogrammes montrant 1’ensemble des

especes ionisées détectées dans les formulations sélectionnées de la série 0,15 et 0,5 (Figure
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23). Comme le montrent ces deux chromatogrammes, des espéces ont été détectées a différents
temps d’élution dans toutes les formulations analysées, avec une complexité tres apparente.
Cela atteste déja de la présence de différentes especes dans les formulations de F-Os analysées.

A premiére vue, il ne semble pas y avoir de différences majeures entre la série 0,15 et 0,5.

Tableau 10. Identification moléculaire des structures détectées dans les formulations de F-Os
des séries 0,15 et 0,5 ayant la plus grande variation croissante d’apparition au cours de la

réaction de dépolymeérisation.

lon (m/z) o .
. MSe ou . . . . . Série 0.15| Série 0.5
Entrée tR MS/MS Vatour . - résottion lonisation| Formule moléculaire Candidats F-0 144h| F-O 120h
i aleur prédite
expérimentale (ppm)
1 145 | Ms/Ms | 243,0173 | 243,018 2,9 [M-H]" CsH12065 Fucose sulfaté | 56500 | 27500
2 177 | Ms/Ms | 243,0174 | 243,018 2,5 IM-H]" CeH12085 Fucose sulfaté | 66500 | 62000
Produit de
3 2'5 MS/MS | 210,9914 | 210,9918 1,9 [M-H]" CsHz075 dépolymérisation| 11100 | 96800
sulfaté
4 395 | MS/MS |259,0126 | 259,0129 1,2 IM-H]" CsH12065 Hexose sulfaté | 30100 | 159000
5 763 | Ms/Ms | 387,059 | 387,0602 31 [M-H]" C12H2001:5 Fuconosyl- 12200 | 34600
fuconolactone
, . B . Difucose
6 784 | MS/MS |664,1257 | 664,1257 0,0 [M-H]" | C12H2101855" + CsH1sN el 26400 | 29200
7 978 | MS/MS | 454,9808 | 454,9807 0,2 IM-H]" C1oH1601652 fi?;]ﬁ‘::: 924 19300
' . . . Trifucose
8 9'9 MS/MS | 890,1422 | 890,1404 2,0 [M-H]" | CigH310255+ + CsHsN . 18700 | 6680
tetrasulfaté
9 12'1 | MS/MS | 650,0728 | 650,0736 1,2 [M-H]" | CioH1sD1655" + CoH1eN* f:;:ﬁ:i: 7460 | 172000
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Figure 24. Structure développée avec les fragmentations inter- et intra- cycliques en MS/MS
du (A) fucose sulfate, (B) trifucose tétrasulfaté, et de (C) la fuconosyl-fuconolactone.

Au vu de la complexité du mélange, augmentée par la grande sensibilité du systeme
utilisé, les espéces représentatives des formulations F-Os ayant la plus grande variation
croissante d’apparition au cours de la réaction de dépolymérisation ont été sélectionnées afin
de caractériser leurs structures fines, de suivre leur évolution, et de confirmer si des différences

peuvent se presenter selon le ratio H202/fucoidane natif appliqué.
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Comme le montre le Tableau 10 parmi les espéces détectées, des motifs communs,

d’autres non communs & la structure primaire des fucoidanes ont été retrouves :

- Le fucose sulfaté, le difucose trisulfaté, et le trifucose tetrasulfaté

Les résultats ont montré la présence du fucose sulfaté (CsH120sS), I’espéce
représentative de la structure des fucoidanes, et cela dans les deux séries 0,15 et 0,5. Dans le
fucose détecte dans la série 0,5 ; il n’y a pas eu de fragmentation cyclique en MS/MS produisant
les ions, qui permettent de positionner le groupement sulfate. Par conséquent, il est possible
d’attribuer ce dernier au C2, C3, ou C4. En revanche, dans le cas de la série 0,15 ; les
fragmentations intra-cycliques ont permis de positionner un groupement sulfate sur le C4
(Figure 24 A). Ces résultats restent cohérents avec ceux de la littérature. En effet, dans 1’étude
bibliographique réalisée, nous avons rapporté que la structure du fucoidane de I’espéce d’algue
brune Fucus vesiculosus appartient au type I1, avec une sulfatation majoritaire en C2, et mineure
en C3 et en C4 [52,108]. Le fait qu’un seul groupement sulfate soit détecté sur le monomére de
fucose, pourrait étre le résultat d’une désulfatation.

En plus du fucose sous la forme monomérique, du difucose trisulfaté lié en a(1-3), et
sulfaté en position 2 et 4 du premier résidu de fucose, et en C4 sur le second résidu ont été
détectés. De plus, du trifucose tétrasulfaté a été détecte, sur lequel les liaisons en a(1-3), avec
des sulfatations en C2 et C3 ont été positionnées en se basant sur la structure du fucoidane de
I’espece Fucus vesiculosus décrite dans la littérature (Figure 24 B) [52,108]. L’Annexe 1
montre un exemple de spectre qui a permis de caractériser le trifucose tétrasulfaté. Cette
caractérisation indique que malgré de long temps de dépolymérisation, des espéeces a DP2 et

DP3 partiellement sulfatées restent présentes.

- Hexoses sulfatés

Des hexoses sulfatés (CsH1209S) ont été détectés dans la séries 0,5; pouvant
correspondre a des ratios variables en sucres différents du fucose, a savoir, des glucoses,

galactoses, mannoses, etc, comme il a été décrit dans la littérature [273].

- Fuconosyl-fuconolactones sulfatés

Ces structures atypiques a deux monomeres et sulfatées en C4 (C12H20012S) sur I’un deux ont

été détectées dans la série 0,5 et 0,15. Deux structures sont possibles, soit une sulfatation en C4
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de la lactone, soit une sulfatation en C2 du fucose (Figure 24 C). Cette structure est
certainement le résultat de I’H20, qui a déja été décrit pour engendrer des modifications
structurales sur les OS produits au cours de la réaction de dépolymérisation du fait d’un
environnement fortement oxydant [30]. D’ailleurs, dans le Chapitre 1, nous 1’avons également
observé dans le cas de la dépolymérisation des A-CARs natifs commerciaux, a travers la
détection d’espéces complexes (hautement oxydées, lactones, polyols, etc) dans les

formulations des A-COs.

- Autres produits sulfatés
D’autres produits sulfatés (CsHgO-S), disulfatés (Cio0H16016S2) et trisulfatés (C1oH16019S3"
+heptylamine®), ont été détectés dans la série 0,5. Néanmoins, les structures de ces produits

n’ont pas pu étre élucidées.
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Figure 25. Signal d’intensité du fucose sulfaté et de la fuconosyl-fuconolactone en fonction de

la diminution du M et du ratio de H2O»/fucoidane natif appliqué.

Nous nous sommes ensuite centrés sur le suivi de I’évolution de ces especes au cours de
la réaction de dépolymérisation par I’H202. Pour cela, un domaine de linéarité a été défini pour
chacune des especes en réalisant des gammes de concentrations des formulations de F-Os
comprises entre 100 ng et 10 pg. Nous avons également confirmé que I’apparition de ces
différentes espéces s’intégre dans le domaine de linéarité en fonction du temps de

dépolymérisation.

143



Résultats et discussions

La Figure 25 représente 1’évolution du fucose sulfaté et des fuconosyl-fuconolactones
sulfatées au cours de la réaction de dépolymérisation dans la série 0,15 et 0,5 en fonction du
M. Les résultats montrent une augmentation (plus rapide a partir de 5 kDa) du signal en fucoses
sulfatés et fuconosyl-fuconolactones sulfatés crées au cours de la dépolymérisation, et cela quel
que soit le ratio de H2O»/fucoidane natif appliqué. Néanmoins, il est intéressant d’observer
qu’entre les séries 0,5 et 0,15, il n’y a pas de différences remarquables dans les signaux
d’intensité détectés du fucose sulfaté et de la fuconosyl-fuconolactone. De maniére intrigante,
cela semble indiquer que pour une formulation d’OS de méme My, il n’y a pas d’influence de

la quantité de H2O: introduite sur la génération de ces deux especes.
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Figure 26. Traitements des signaux des chromatogrammes par soustraction du F-O 24h de la
série 0,15 par le F-O 8h de la série 0,5 ; et inversement.

Pour confirmer ce résultat et mieux comprendre si la variation du ratio H2O2/fucoidane
natif pouvait induire des différences de structures entre les especes de la série 0,15 et 0,5, nous
avons comparé deux chromatogrammes de formulations de chaque série ayant des My trés
proches, a savoir, le F-O 24h de la série 0,15, et le F-O 8h de la série 0,5 (Figure 26). Aprés la
soustraction des signaux du chromatogramme du F-O 24 h de la série 0,15 par celui du F-O 8h
de la série 0,5, et inversement, ceux-ci ont été superposés. Bien qu’il apparaisse que dans la

zone de 0 a 4 min, ’échantillon F-O 24h de la série 0,15 montre des signaux d’intensités
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relatives de 20% plus élevés, cela reste néanmoins insuffisant pour valider un réel impact sur

une différence qualitative d’especes au sein des deux formulations.

Néanmoins, il est important de préciser qu’avec des analyses en UPLC-MS seules les
especes ionisables sont détectables. C’est-a-dire qu’il est fort probable qu’il y ait une grande
partie des espéces au sein des formulations qui n’ont pas été détectées en UPLC-MS, en
particulier celles complétement désulfatées. Par conséquent, il devient indispensable de réaliser
d’autres analyses complémentaires afin d’avoir un profil plus complet de I’ensemble des
especes présentes dans les échantillons. Cela permettrait de compléter notre étude de 1’impact
éventuelle de I’H202 sur les compositions des F-Os et de pouvoir expliquer d’éventuelles
différences de bioactivités par la suite. Nous avons choisi dans notre cas de réaliser des analyses
FT-IR complémentaires présentées ci-dessous, afin de vérifier si d’autres espéces atypiques
pouvaient étre présentes dans les échantillons, et si elles y étaient préférentiellement dans une
série (0,15 ou 0,5).
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2.3.Caractérisation structurale par FT-IR
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Figure 27. Spectres FT-IR du fucoidane natif et des formulations F-Os de la série (A) 0,15 et
(B) 0,5.

L’analyse spectrale par FT-IR du fucoidane natif et des F-Os sélectionnés de chaque
série a permis de déterminer les groupements fonctionnels présents au sein de leurs structures
(Figure 27 A-B). Les signaux des spectres FT-IR des échantillons analysés montrent qu’ils sont
bien représentatifs des principaux groupements fonctionnels retrouvés chez le fucoidane de

fucus vesiculosus, déja caractérisé dans plusieurs études [260,272,274,275].

Le signal a 1728 cm™ a été attribué a la fonction C=0 appartenant aux groupements O-
acetyls. Si certains résidus minoritaires de fucose O-acetylé au sein du PS natif de Fucus
vesiculosus ont déja été décrits [272], dans notre cas, ce signal est absent du spectre du
fucoidane natif, mais bien présent dans tous les échantillons des formulations de F-Os

dépolymérisées des deux séries. En appui des résultats des analyses de ’'UPLC-MS, il est
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possible d’attribuer ce signal & 1728 cm™ & la fonction C=0 des lactones formées au cours de

la réaction de dépolymérisation par 1’H20..

La large bande vers la région a 1390 cm™ résulte de la fixation du C-H asymétrique et
symétrique des groupements meéthyls présents sur les résidus de fucose [272]. Les sighaux a
1224 cm™* et 1250 cm™! correspondent aux groupements esters sulfates (liaison S=0), et ils
sont présents dans tous les échantillons analysés [260]. La bande a 1160 cm™ et celle & 1020
cm™ sont associées a des vibrations des élongations C-OH, C-C et C-O-C des anneaux de

pyranoses [272].

Le signal a 830 cm-! est présent dans tous les échantillons analysés, et pourrait étre
assigner a de 1I’a-pyranose [260]. Le fucoidane de I’espéce Fucus vesiculosus est décrit pour
avoir des unités de L-fucopyranose alternées par des liaisons o (1 — 3) et a (1 — 4), et le fait
qu’il n’y ait qu’une seule bande a 830 cm™, prouve la structure simple et linéaire de ce fucoidane
[260]. Au niveau de la région caractéristique des pyranoses, d’autres signaux (a 844 cm™ et a
820 cm) peuvent étre assimilés a la substitution ~OSO3™ [260]. Ces signaux peuvent également
correspondre a des vibrations C-O-S, C-O, C-C et S-O [260]. Ces résultats concordent avec
les analyses obtenues par UPLC-MS qui confirmeraient que la désulfatation au cours de la

réaction de dépolymeérisation n’est pas totale.

Le signal a 1634 cm™, présent dans tous les spectres des échantillons analysés (mis a
part sur le F-O 0,15 24h certainement en raison de la faible quantité en matiére), peut
s’interpréter des différentes manieres :

- Selon I’étude de Florez-Ferndndez et al. 2023, réalisée sur le fucoidane natif
commercial issu de I’espéce Fucus vesiculosus, celui-ci est attribué & des liaisons
résultante de 1’eau adsorbée [272].

- Dr’autres études ont proposé¢ la possibilité que ce soit assigné a une vibration C=N de la
mélanoidine, résultant d’une réaction de Maillard qui s’est déroulé pendant 1’étape
d’extraction [260]. En appui, I’étude de Ptak et al. 2021 a suggé que la présence
éventuelle d’amines libres (provenant de la biomasse) dans le fucoidane natif, pouvait
induire une réaction de Maillard, et cela pendant le processus d’extraction, qui se tient
a chaud [260]. Egalement, le signal a 1420 cm™ pourrait correspondre & la déformation
du C-H de la mélanoidine [260].
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- En FT-IR, ce signal peut également étre attribué a un amide primaire, mais nous
remarquons 1’absence d’amide secondaire (1480—1575 cm™), indiquant 1’absence de
peptides ou de protéines libre dans les échantillons. Mais cela n’écarte pas la présence

d’acides aminés libres [260].

Ces observations nous font suggérer la présence de résidus aminés dans les échantillons
analyses, qui auraient pu interagir avec les extrémités réductrices des sucres libérés au cours de

la réaction de dépolymeérisation.

La réaction de Maillard est une glycation qui a lieu entre un sucre réducteur et le
groupement amine d’un acide aminé [276]. Elle se fait plus rapidement a de hautes températures
(a partir de 100 °C), en revanche, a de faibles températures comme celle de la dépolymérisation
(60°C), elle nécessite du temps [277]. Néanmoins, pour rappel, notre réaction a duré 144h. Nous
avons réalisé un test de quantification d’amines libres dans le fucoidane natif, grace au test
colorimétrique d’acide sulfonique 2,4,6-Trinitrobenzéne (TNBS). Les résultats ont montré une
présence minime d’amines libres a une concentration estimée a 24,0 + 4,2 pug/mL (Annexe 2).
Pour écarter, 1’éventualité d’une réaction de Maillard, il faudrait maintenant quantifier ces
amines libres sur les formulations de F-Os obtenues et de vérifier qu’il n’y a pas de diminution
de leurs concentrations en fonction du temps de dépolymeérisation (en raison d’un engagement
dans la réaction de Maillard). A ce stade, du fait de 1) la présence minime en amines libres dans
le fucoidane natif, 2) son degré de pureté annoncé a > 95%, et 3) la température de la réaction
a 60 °C, nous pensons que les conditions ne sont pas favorables a la possibilité de réactions de
Maillard.

Plus probable ; les vibrations & 1600 et 1634 cm™ peuvent également correspondre a des
liaisons C=C, C=0 et a,B-dicétones [260]. En effet, il a été décrit qu’a des températures élevées
la déshydratation des sucres peut avoir lieu, induisant ainsi la formation des furfurals de faibles
PM, constitués par un cycle hétéroaromatique et un groupement fonctionnel aldéhyde, d’ou leur
nom de « furaldéhydes » [278,279]. Cette hypothése nous semble plus viable, et la présence
d’une coloration brune dans I’échantillon F-O 144h a la suite de la lyophilisation, pourrait nous
laisser penser a une caramélisation du sucre en raison d’une déshydratation (formation des

furfurals).
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Ces résultats indiquent que :

L’analyse UPLC-MS a permis d’identifier des motifs saccharidiques représentatifs
des fucoidanes (fucoses et hexoses sulfatés), mais la réaction de dépolymérisation
par I’H20: induit une modification de la structure primaire en genérant des
espéces de types fuconosyl-lactones, ainsi que des produits de dépolymérisation
sulfatés non identifiés.

L’analyse FT-IR met en avant la présence de composés de types furfuraux formés
au cours de la dépolymérisation

La méthode de dépolymérisation par ’H202 n’induit pas une désulfatation totale.
Le ratio H202/fucoidane natif n’induit pas de différences structurales détectables
par UPLC-MS et FT-IR pour des formulations de Mn identiques.

Les analyses UPLC-MS et FT-IR n’offrent pas un profil complet/réel de

I’ensemble des espéces présentes dans les échantillons dépolymérisés.

2.4.Criblage des activités biologiques in vitro

2.4.1. Activité anti-coagulante

L’activité anti-coagulante des fucoidanes a été démontrée pour la premiére fois en 1941

chez I’espece Laminaria [280], pour ensuite étre révelée chez plusieurs autres especes d’algues
brunes [280].

Pour rappel, comme nous I’avons décrit dans 1’introduction générale, des formulations

d’actifs dotées d’une activité anti-coagulante ne sont pas favorables dans le cadre d’applications

thérapeutiques anti-cancéreuses, et cela en raison d’un risque d’hémorragies internes. Par

conséquent, nous avons vérifié la perte ou la limitation de 1’activité anti-coagulante des F-Os

produits.

Pour cela, nous avons exploré les effets des F-Os sur les différentes voies de la cascade

de coagulation grace a de classiques tests chronométriques en coagulométrie, sans pour autant

approfondir leur mode d’action anti-coagulant, qui, dans le cas de fucoidanes a déja été decrit

tres largement dans la littérature [281].
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Figure 28. Evaluation de I’activité anti-coagulantes des F-Os. Analyses chronométriques (A)
APTT et (B) TT des activités anticoagulantes du fucoidane natif et des formulations F-Os de la
série 0,15 et 0,5 en fonction du M. Les échantillons ont été testés a une concentration finale de 33,3
pg/mL pour le test APTT, et de 50 pg/mL pour le test TT. Les temps de coagulation des plasmas en
I’absence d’inhibiteur (contréle négatif H,O milliQ) sont de 34 s pour ’APTT et de 16,9 s pour le TT.
Les temps maximums de coagulation pour chaque test sont de 180 s pour I’APTT, 60 s pour le TT. Le

temps de coagulation basal est indiqué sur chaque graphe par la ligne pointillée en bleu.

La mesure du temps de céphaline activée (APTT) prend en compte les facteurs de la
coagulation impliqués dans les voies intrinseque et commune de la coagulation sanguine. Le
temps de thrombine (TT) quant a lui prend en compte la voie commune de la coagulation, soit
la fibrinoformation. Les résultats ont montré une haute activité anti-coagulante incluant la voie
intrinséque (test APTT) et commune (test TT) (temps de saturation), pour le fucoidane natif et
les formulations de HPM. Cette activité diminue pour les formulations en dessous de 5 kDa et
de fagon identique quel que soit le ratio H2O»/fucoidane natif appliqué (Figure 28 A-B). Nos
résultats concordent avec ceux de la littérature montrant que I’activité anti-coagulante des
fucoidanes est fortement favorisée par un DS et un My, élevés, comme 1’ont montré des études

de structure-fonction réalisées a ce sujet [280,282].

Par ailleurs, nous avons également évalué I’effet des formulations de F-Os ainsi que
celle du fucoidane natif, sur la voie extrinseque (mesuree par le temps de prothrombine « TP »).
Les résultats ont montré qu’il n’y a aucune activité anti-coagulante impliquant la voie
extrinseque que ce soit pour les F-Os ou pour le fucoidane natif (résultats non montrés). Ces

résultats sont encore une fois cohérents avec ceux de la littérature [136,271].
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Ces résultats indiquent que :
- La dépolymérisation par I’H202 du fucoidane natif commercial de I’espéce Fucus
vesiculosus induit une diminution, voire, une perte de I’activité anti-coagulante des F-Os

générés au cours du temps, comme déja largement décrit par la littérature.

2.4.2. Activité anti-héparanase

Dans un second temps, nous avons souhaité évaluer la capacité des F-Os a inhiber
I’activité enzymatique de notre cible d’intérét : ’'HPSE. Pour rappel, I’activité anti-HPSE des
fucoidanes a I’état natif ou dépolymérisé n’a été que trés peu étudiée malgré la dense littérature

relatant leurs activités anti-cancéreuses.

Au préalable, I’effet inhibiteur du fucoidane natif commercial a été déterminé. Son ICsg
a pu étre calculée grace au test FRET (décrit dans la partie matériels et méthodes), puis
comparée a celle de I’héparine native (standard de référence pour I’inhibition de ’activité
enzymatique de I’HPSE) ainsi qu’a ceux des A-CARs natifs commerciaux préalablement
étudiés dans le Chapitre 1. Les résultats ont montré que 1’ICso du fucoidane natif (0,14 + 0,02
pg/mL) (Annexe 4) était inférieur a celles des A-CARs commerciaux (0,3-0,9 pg/mL), ainsi
qu’a celle de I’héparine native (0,63 + 0,04 pg/mL [58]). Ces résultats sont cohérents avec une
des rares études précédemment effectuées. Dans cette étude, il est important de noter que la
détermination de ces ICso a été basée sur une expérience in cellulo avec la lignée 13762 MAT
de I’adénocarcinome mammaire du rat. Les cellules 13762 MAT traitées avec les PS ont été
ensemencées sur une MET marquée avec Na,*SO4 radioactif. Les surnageants des cellules ont
été récupérés et ont été analysés par une électrophorése SDS-PAGE afin de quantifier les
produits de dégradation de HPM et de BPM du MET [22].
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Figure 29. Evaluation de I’inhibition de I’activté enzymatique de la HPSE des F-Os. (A)
Influence de la masse molaire moyenne en nombre (M) sur I’activité anti-hépranase (HPSE)
des formulations F-Os de la série 0,15 et 0,5 a 2,5 pg/mL. (B) Influence du degré de sulfatation
sur I’inhibition de I’activité enzymatique de I’HPSE. Ces résultats ont été comparés a ceux des

A-COs des différents fournisseurs.

Pour évaluer la capacité des F-Os a inhiber 1’activité de I’HPSE, une étude a été réalisée
a pour une seule concentration des candidats sélectionnés de 2,5 pg/mL. Les résultats montrent
que I’activité anti-HPSE des F-Os produits au cours du processus de dépolymeérisation diminue,
a la fois en fonction du Log M et du DS, et quel que soit le ratio H>O2/fucoidane appliqué, et

sans différence majeure entre les deux séries (Figure 29 A et B).

Comme la dépolymérisation radicalaire induit a la fois une réduction des M, et une
désulfatation, il est difficile de distinguer le paramétre le plus influent sur I’activité anti-HPSE
entr le Mn et le DS. Ces résultats confirment une nouvelle fois I’importance du My, mais aussi
du DS pour cette activité, comme nous avons pu le démontrer dans le Chapitre 1, et
précédemment dans nos travaux publiés [48]. Nous avons suggéré dans le Chapitre 1, que le
DS pourrait probablement étre plus important que le My dans I’inhibition de 1’activité HPSE.
De plus, comme nous 1’avons déja évoqué, une étude a suggéré que I'HPSE serait capable de
reconnaitre certains profils de sulfatation que la séquence saccharidique sulfatée elle-méme
[233]. Néanmoins, comme nous 1’avons discuté dans le Chapitre 1, il n’est pas possible en
I’état d’en tirer une conclusion claire, et cela en raison de la méthode de dépolymeérisation
choisie, qui réduit le M, tout en désulfatant. Afin de conclure définitivement, il serait pertinent

d’utiliser une méthode alternative de dépolymérisation qui ne désulfate pas (par exemple
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enzymatique), en la complétant avec une désulfatation totale de certains F-Os (par voie

chimique), pour disposer d’une notre étude structure-fonction plus aboutie.

Par la suite, une comparaison des activités anti-HPSE (réalisée a 2,5 pg/mL) des F-Os
sélectionnés de chaque série a été faite avec celles de A-COs produits a partir de chaque
fournisseur des natifs (Figure 29 A). Nous remarquons que globalement, pour un méme DS,
I’inhibition de ’HPSE par les F-Os est plus faible (Figure 29 B).

Autement dit, pour atteindre le méme degré d’inhibition de I’activité enzymatique de
I’HPSE, il semblerait qu’il faille des chaines de A-COs plus longues mais avec moins de sulfates
(Figure 29A). En revanche, en dessous d’un M, de 3 kDa, I’activité anti-HPSE des F-Os des
deux séries devient équivalente a celle des A-COs, et ceci quel que soit le fournisseur. Pour
compléter cette premiére analyse, nous avons comparé les I1Cso de deux candidats F-Os (F-O
72h série 0,15 : 1,5 kDa, DS 23%; F-O 12h série 0,5 : 1,2 kDa, DS 22%) a ceux des A-COs et
de I’héparine de BPM, avec des caractéristiques basiques plus ou moins similaires. Il est
intéressant de noter que les 1Cso sont dans le méme ordre de grandeur (F-O 72h serie 0,15 : 10
+ 4 pg/mL ; F-O 12h série 0,5: 8 + 1 pug/mL) (Annexe 4), renforcant ainsi les perspectives

d’applications F-Os comme inhibiteurs de 1’activité enzymatique de I"HPSE.

Afin de pouvoir aller plus loin dans les différentes capacités des OS a inhiber I’HPSE,

des expériences de docking in silico pour les F-Os sont en cours de réalisation.

Ces résultats indiquent que :

- Le fucoidane natif (extrait de I’algue Fucus vesiculosus) semble &tre un meilleur
inhibiteur de ’activité enzymatique de ’HPSE comparativement a I’héparine
native et aux A-CARs natifs commerciaux.

- Pour la premiére fois, une étude de relation structure/fonction des capacites de

formulations de F-Os a inhiber HPSE a été menée.
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2.5. Criblage des activités biologiques in cellulo

2.5.1. Effet des F-Os sur la viabilité des lignées MDA-MB-231 et HEK293

Des candidats sélectionnés de chaque série a été testée sur la viabilité de la lignée
cancéreuse du TNBC « MDA-MB-231 » a une concentration de 100 pg/mL pendant 24h par
un test utilisant le réactif MTT. Les résultats montrent que par rapport au contréle non traité et
au fucoidane natif, il n’y a aucune activité anti-métabolique significative des F-Os sélectionnés
appartenant a la série 0,15. Cependant, les candidats issus de la série 0,5 ; les F-Os de Mn
intermédiaire (1700-13000 Da) induisent une baisse de la viabilité des cellules jusqu’a 45%
(Figure 30 A).
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Figure 30. Evaluation de I’effet des formulations F-Os sélectionnées de la série 0,15 et 0,5.
Effet sur la viabilité de (A) la lignée cellulaire cancéreuse humaine modeéle TNBC « MDA-
MB-231 » et de (B) la lignee cellulaire non cancéreuse HEK293, comparée au fucoidane natif
(35000 Da), apres 24h de traitement a une concentration de 100 pg/mL. NT : non traité. DS :
degré de sulfatation.
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Des expériences supplémentaires (résultats non montrés) ont permis d’écarter
I’hypothese que cet effet soit lié a des résidus d’H20: au sein des solutions de F-Os. L’activité
cytotoxique des formulations issues de la série 0,5 pourrait donc s’expliquer par une plus forte
concentration d’espéces induisant un ralentissement du métabolisme cellulaire par rapport a la
série 0,15. Les résultats d’analyses issues de ’'UPLC-MS et du FT-IR ont bien permis de
détecter des especes atypiques (fuconosyl-fuconolactones, des produits de dégradation dont
probablement des furfurals) issues de la dépolymérisation par 1’H20,. Des études ont déja
démontré la capacité des lactones a induire une toxicité importante contre des différentes
lignées cellulaires du cancer du sein dont les MDA-MB-231 [283-285]. D’autres expériences
ont également prouvé que certaines lactones pouvaient étre toxiques sur des cellules normales
humaines dermiques fibroblastiques (NHDF) [284]. En ce qui concerne les furfurals et les
aldéhydes de maniére générale, ils sont également décrits pour leur cytotoxicité notamment en

induisant des dommages a I’acide désoxyribonucléique (ADN) [278,286,287].

Cependant, ces analyses n’ont pas montré de différences qualitatives ou quantitatives
des structures générées entre les deux séries 0,15 et 0,5 ; lorsque les F-Os ont des Mn et de DS
similaires. 1l est donc difficile d’expliquer pourquoi les effets ne sont excércés que par les F-
Os de la série 0,5. Notre seule hypothése restante est la suivante : d’autres espéces modifiées
(lactones, furfurals, ou autres) non détectables en UPLC-MS, et non caractérisées en FT-IR,
pourraient étre présentes de maniére plus abondante dans ces solutions de M, intermédiaire
issue de la série 0,5. L’influence de ces derniéres sur la viabilité des cellules cancéreuses aurait
également tendance a diminuer au cours de la dépolymérisation. Dans ce sens, il faut noter que
ces formulations de M, assez élevés (1700-13000 Da) sont plus difficiles a s’ioniser en MS,

rendant la détection de telles especes plus difficile.

Pour mieux comprendre le mecanisme lié a ces effets, il serait intéressant de réaliser
d’une part des expériences d’analyse du cycle cellulaire et d’apoptose afin de valider s’il s’agit
réellement d’un effet cytotoxique ou uniquement d’une baisse de 1’activité métabolique, et

d’une autre part, de compléter la caractérisation structurale par une analyse quantitative en

RMN.

Dans la suite de notre étude, nous avons testé si les formulations sélectionnées de la

série 0,5 étaient également toxiques sur des cellules normales. Pour ce faire, les cellules de la
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lignée HEK293 ont été sélectionnées. Les résultats ont montré qu’apres 24h de traitement avec
les candidats & une concentration de 100 pg/mL, celles-ci avaient un effet (pour certains
significatifs) sur la viabilité de ces cellules non cancéreuses (Figure 30 B). Ce résultat montre
ainsi que les formulations de F-Os, obtenues dans ces conditions de dépolymeérisation, semblent

ne pas avoir une action anti-métabolique sélective des phénotypes de cellules malignes.

Ces résultats indiquent que :

- Les F-Os obtenus par une dépolymérisation par I’H202 peuvent étre toxiques sur
les cellules MDA-MB-231 en raison de la présence de structures atypiques formées
au cours de la réaction.

- Sur les cellules normales de types HEK?293, la non-sélectivité reste a confirmer a

travers des tests supplémentaires plus précis (cycle cellulaire et apoptose).

2.5.2. Effets sur la migration des cellules MDA-MB-231

Afin d’évaluer I’effet du fucoidane natif et des différentes formulations de F-Os issus
de chaque série sur la migration des cellules MDA-MB-231, des concentrations auxquelles ces
formulations ne présentaient pas d’effet significatif sur la viabilité cellulaire ont été choisies.
En ce qui concerne la série 0,15 ; la concentration a 100 pg/mL a été maintenue, car elle ne
présentait aucun effet anti-métabolique significatif. Pour la série 0,5, des expériences
supplémentaires ont été réalisées, et ont permis de valider la concentration de 25 pg/mL pour

ne pas avoir d’effet sur la viabilité de ces cellules.

Les expériences de migration ont été réalisées en utilisant des plaques de 96 puits
spécifiques (Oris™ cell migration assay fibronectin coated-Platypus tebubio), contenant des
fonds de puits recouverts de fibronectine et un insert amovible. Dans ces expériences, des
molécules contrbles ont été utilisees, a savoir, le batimastat, la suramine et I’héparine de BPM
(pour les doses, voir Tableau 8). Le premier est un inhibiteur de migration indépendant d’une
inhibition de I’HPSE, le second est un inhibiteur de I’HPSE qui n’est pas de base saccharidique
et le 3°™ est un standard de référence pour les oses inhibiteurs de I’HPSE.
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Figure 31. Evaluation de I’activité anti-migratoire des formulations F-Os sélectionnées sur les
cellules MDA-MB-231 aprés 24h de traitement. (A) traitement avec 100 pg/mL des F-Os
sélectionnés de la série 0,15 et (B) avec 25 pg/mL des F-Os de la série 0,5. Le fucoidane natif,
le batimastat, la suramine, et I’héparine de BPM, ont été inclus comme controles positifs. *** :
comparé par rapport au contrdle non traité (NT), ***: comparé par rapport au batimastat,
suramine, et I’héparine de BPM. DS : degré de sulfatation (n=4 par condition de traitement pour

une plaque N=1).
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Les résultats montrent qu’aprés 24h de traitement avec le controle batimastat, 55% de
la migration des cellules est inhibée (Figure 31 et Annexe 5). Les inhibiteurs d’HPSE, la
suramine et I’héparine de BPM, contrdlent aussi la migration mais de maniére moins efficace,
avec des inhibitions de 36 et de 25 %, respectivement (Figure 31). Concernant les sucres
algaux, le fucoidane natif a induit la plus forte inhibition (77 %), comparativement aux trois
molécules controles de références utilisées (Figure 31). De plus, de maniere intéressante, les
candidats F-Os de la série 0,15 ont également inhibé la migration cellulaire de 63 a 90 % selon
la formulation utilisée (Figure 31 A), tout comme ceux de la série 0,5 avec un effet d’inhibition
entre 59 et 84 % (Figure 31 B). Il est intéressant de constater que globalement les formulations
F-Os des deux séries, présentaient une activité anti-migratoire similaire voir légérement
supérieure par rapport au fucoidane natif ne traduisant pas d’impact négatif de la

dépolymérisation sur cette activité.

Dans 1’étude de Deux et al. 2002, grace a un marquage avec un fluorochrome il a été
démontré qu’un F-O (8 kDa) était capable d’étre internalisé [288]. Il est donc possible
d’appuyer la suggestion de I’¢tude de Yang et al. 2008, sur le fait que I’internalisation des F-
Os dans les cellules cancéreuses puissent étre facilitée par leur BPM, permettant une meilleure
action anti-cancéreuse intracellulaire [49]. Une expérience de visualisation par microscopie du
degré d’internalisation des F-OS sera prochainement menée pour confirmer cette hypothése.
L’influence du taux d’H20 utilisé lors de la dépolymérisation sur les propriétés anti-
migratoires des F-Os ne peut, a ce stade, étre évalué car les F-Os n’ont pas été testés a la méme
dose. Des expériences sont en cours pour étudier les effets de la série 0,15 a une dose similaire
de celle de la série 0,5 : 25 pg/mL.

Les forts effets observés du fucoidane natif et des F-Os contre la migration des MDA-
MB-231 sont en phase avec plusieurs données d’articles publiés précédemment [224,289].
Néanmoins, ces derniers n’avaient pas spécifiquement étudié le lien possible avec 1’activité
anti-HPSE des F-Os. D’aprés le crible in vitro, les F-Os ont une activité anti-HPSE moins
importante que les héparines, mais ils présentent pourtant de meilleurs effets anti-migratoires.
Cela ouvre deux hypothéses, la premiére étant une interaction plus spécifique/privilégiée avec
I’HPSE que les 2 premiers contrOles. La seconde, plus probable, suggére que I’effet
migrastatique pourrait provenir pour partie de ’inhibition de HPSE mais aussi d’autres

mécanismes telle qu’une régulation de I’expression génique de I’HPSE, ou une intéraction avec
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des facteurs de croissance [58,254]. Pour étayer cela, nous pouvons nous référer aux travaux
publiés par notre équipe [58]. Ces derniers décrivaient un effet anti-migratoire plus important
pour les A-COs que pour les héparines de BPM, ceci malgré une activité anti-HPSE inférieure.
Gréace a un modele transfecté de MDA-MB-231 pour réprimer I’HPSE et plusicurs autres tests
biologiques, nous avions pu mettre en évidence que les héparines de BPM avaient effectivement
des interactions avec d’autres cibles moins impliquées dans la migration des MDA-MB-231.
D’autre part, nous avions démontré que les mécanismes a 1’origine des effets du A-CO
provenaient bien pour partic de I’inhibition de I’activit¢ HPSE mais impliquait également

d’autres voies.

L’ensemble de ces résultats souligne les limites d’un criblage monophénotypique d’OS
in vitro. Du fait de leur caractere « multitasking » et « poly-pharmacologique », il pourrait
apparaitre beaucoup plus judicieux d’effectuer des études structure/fonction directement sur
des tests in cellulo qui offrent un modéle multicibles beaucoup plus réalistes pour aider a la
sélection de nos meilleures formulations d’OS.

Ces résultats indiquent que :

- L’activité anti-migratoire des formulations F-Os dans les cellules MDA-MB-231,
ne dépend pas de I’inhibition de ’activité enzymatique de ’HPSE.

- Les formulations F-Os peuvent excercer un effet « poly-pharmacologique » par la
diminution de la viabilité et I’inhibition de la migration des cellules MDA-MB-
231.
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Section 2- Oligosaccharides de fucoidanes régulateurs de I’expression du

point de controle PD-L1

Article 3- publié

Anti-Proliferative and Pro-Apoptotic VLMW Fucoidan Formulas Decrease PD-L1
Surface Expression in EBV Latency 111 and DLBCL Tumoral B-Cells by Decreasing
Actin Network

Saliba, J.; Manseur, C.; Groult, H.; Akil, H.; Tannoury, M.; Troutaud, D.; Maugard, T.;
Feuillard, J.; Arnaudin, I.; Jayat-Vignoles, C. Mar. Drugs 2023, 21, 132. https://
doi.org/10.3390/md21020132.

IF2023 =5,4
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1. Introduction

Pour adresser la question « poly-pharmacologie » des formulations de F-Os produites,
dans un autre contexte pathologique que le cancer solide, nous avons réalisé un travail
collaboratif avec le laboratoire CRIBL de ['universit¢é de Limoges (UMR CNRS 7276,
INSERM 1262). 11 s’agissait d’un projet de thése mené par Jennifer Saliba, qui consistait a
I’étude des effets anti-cancéreux de deux formulations de F-Os de trés bas poids moléculaire
(tBPM-F) précédemment préparéees dans notre laboratoire par une dépolymerisation radicalaire
par I’H20:. Ces effets ont €té mesurés sur plusieurs lignées cellulaires tumorales modéles d’un
cancer liquide lymphoprolifératif : le lymphome B associé au virus d’Epstein Barr (EBV). Ce
dernier est un virus oncologique qui touche plus de 95% de la population mondiale [290]. 1l a
la capacité d’immortaliser les lymphocytes B et est associé a plusieurs types de lymphomes
[290]. Dans ce travail, la cible protéique d’intérét a été PD-L1 (Programmed Death Ligand-1),
un celébre point de controle immunitaire. Les travaux de 1’équipe 2MB2C (Molecular
Mechanisms of B Cell Cancerogenesis) du CRIBL ont démontré une importante surexpression
de PD-L1 sur les lymphomes B en latence III de ’EBV. De plus, ils ont montré que sa liaison
a son récepteur PD-1 exprimé par les lymphocytes T, en conjugaison avec la sécrétion de
cytokines immunosuppressives (IL-10, TGFp et IL-35), leur permettait de réprimer la réponse

anti-tumorale [291].

L’immunothérapie est un bon moyen de rétablir la fonctionnalité de la réponse T
cytotoxique. Elle consiste a employer des anticorps bloquants de PD-L1 ou de PD-1[290]. Ces
traitements par immunothérapie ont largement fait leur preuve, cependant, comme la
chimiothérapie, ils présentent certaines limites telles que des résistances acquises au traitement,
de forts effets secondaires ou une perte d’efficacité, qui peuvent contrebalancer 1’effet
thérapeutique des anticorps [290]. Afin de pallier ces inconvénients, plus récemment la
recherche s’est intéressée a trouver des molécules capables d’agir en aval, ¢’est-a-dire de
baisser 1’expression de PD-L1 & la surface des cellules tumorales plutét que bloquer son
intéraction [290]. Dans d’autres types de cancer solides, plusieurs études ont suggéré que le
fucoidane ou ses dérivés de BPM pouvaient induire une telle baisse de I’expression
transcriptionnelle de PD-L1 [292,293].

Dans notre cas, cette recherche a été appliquée dans le cadre de lymphomes B associés

a ’EBV, déja décrits pour surexprimer PD-L1. Les travaux menés ont été publiés par Saliba et
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al. 2023, dans lesquels je suis associee comme deuxiéme auteure [179]. Cette contribution
scientifique a consisté en la préparation de formulations de tBPM-F par une dépolymérisation
radicalaire a ’'H202 a partir du méme fucoidane natif commercial issu de 1’espéce Fucus
vesiculosus, puis en la détermination des caractéristiques moléculaires de base (M, DP, D et

DS) de ces formulations, ainsi que celles du fucoidane natif.

Puis, le but a été d’évaluer leurs effets anti-prolifératif et pro-apoptotique, ainsi que leurs
effets sur I’expression transcriptionnelle et protéique de PD-L1. Trois lignées cellulaires
lymphoblastoides établis au laboratoire CRIBL par le Généthon (LCLs : lymphocytes B en
latence 1ll de I'EBV- J1209, C0401, C1504), et quatre lignées de lymphomes B courants
(DLBCL : lymphomes diffus a grandes cellules B— U2932, OCILy10, SUDHL4 et SUDHLS6),

surexprimant PD-L1 ont été testées.

2. Reésultats et discussions

2.1.Conception et caractérisation structurale des formulations de fucoidane

de tres bas poids moléculaire (tBPM-F)

Afin d’approfondir I’effet thérapeutique des fucoidanes et de ses déerivés de tBPM-F dans
les lymphomes a cellules B associés a ’EBV (LCLs) ou pas (DLBCLs), le fucoidane natif
commercial de I’espéce d’algue brune Fucus vesiculosus a été dépolymérisé par 1’H20 afin de
produire les formulations F1 et F2 de la méme maniére que dans la partie 2.1 du Chapitre 2.
Les estimations des caractéristiques moléculaires de base (Mn et DS) ont donné les résultats
suivants : F1, 604 Da, DS 6,0 %+ 1,0 %; F2, 562 Da, DS 2,1 %+ 0,4%.

2.2.Inhibition de la prolifération et induction de I’apoptose dans les cellules

B tumorales

Dans cette étude, les formulation F1 et F2, ainsi que le fucoidane natif, ont été testés a
une concentration de 100 pg/mL pendant 48h dans toutes les expériences. Aprés un traitement
des cellules LCLs et DLBCLs avec les formulations de tBPM-F F1 et F2, et avec le fucoidane
natif, une diminution significative de la prolifération cellulaire a été observée par une analyse
mono-paramétrique du cycle cellulaire par cytométrie en flux. En comparant & la condition

contréle (non traitée), les resultats ont montré des baisses significatives du pourcentage des
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cellules en phase S (duplication de la quantit¢ d’ADN) lorsqu’elles étaient traitées avec les

formulations F1 et F2, contrairement au fucoidane natif.

Paralléelement, une augmentation occasionnelle du pourcentage des cellules en phase
subG1 a été observée, notamment chez les cellules LCLs en présence de la formulation F2, ce
qui est un marqueur d’une apoptose tardive. La réponse apoptotique a été par la suite confirmée
grace a un test Annexin-V phosphatidylserine (Annexin-V/IP) par cytométrie en flux. Les
résultats ont montré une induction significative de la proportion de cellules en apoptose en
présence des deux formulations contrairement au traitement avec le fucoidane natif qui ne

produisait pas de différence significative par rapport au contrdle.

L’ensemble de ces premiers résultats a permis de démontrer, pour la premiére fois,
les effets anti-prolifératifs et pro-apoptotiques des dérivés de tBPM-F sur les DLBCLs et
les LCLs. Dans ce contexte pathologique, ces formulations originales étaient beaucoup plus
efficaces que le fucoidane natif de I’espéce Fucus vesiculosus fréquemment rapporté pour ses
effets cytotoxiques sur certaines lignées de DLBCLs [294]. Ces résultats ont démontré un
impact bénéfique du procédé de dépolymérisation sur les propriétés cytotoxiques des
fucoidanes. Enfin, les mémes expériences réalisées sur les cellules immunes B et T normales
n’ont pas révélé d’effets significatifs en présence des F-Os démontrant ainsi la sélectivité des
effets. Cette derniére est une propriété trés recherchée dans 1’exploration de nouveaux principes

actifs anti-cancéreux.

2.3.Effets sur PD-L1 a travers la descruction du réseau d’actine

La suite des travaux s’est portée sur I’effet de F1 et F2 sur la biologie de la protéine d’intérét,
PD-L1, dans les lignées LCLs et DLBCLs. Ces formulations, ainsi que le fucoidane natif, ont
induit une baisse significative de 1’expression relative transcriptionnelle de PD-L1, avec un
effet plus marqué dans les cellules LCLs par rapport aux cellules DLBCLs. Cette baisse
transcriptionnelle pourrait étre le résultat d’une inhibition par les espéces fucoidanes des voies
de signalisation (PI13k/AKT, NF-kB or RAS/ERK1/2) impliquées dans la surexpression de PD-
L1. D’un point de vue expression protéique, la quantification des niveaux totaux de PD-L1 par
western blot n’a curieusement montré aucun effet des traitements suggérant une discontinuité
entre ’expression génique et protéique. En revanche, une diminution significative de

I’expression membranaire de PD-L1 a été observee, particulierement notable chez les cellules
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LCLs qui ont un niveau basal de PD-L1 bien plus important que les DLBCLs. Concernant les
candidats, 1a encore les formulations F1 et F2 sont les plus efficaces a réduire 1’expression
membranaire PD-L1 que le fucoidane natif, démontrant une nouvelle fois I’impact positif de

générer des formulations de trés bas poids moléculaires.

Le maintien des niveaux totaux couplé a la baisse de I’expression membranaire
suggérent une perturbation du trafic cellulaire de PD-L1. Cette hypothese a pu étre vérifiée
grace a des expériences supplémentaires en microscopie confocale qui ont réevélé une
perturbation du réseau cellulaire de p-actine, altérant le processus d’externalisation
membranaire de PD-L1 via les lysosomes sécrétoires. Le mode d’action des fucoidanes a
I’origine de cet effet n’a pas encore été confirmé et il est difficile de savoir s’il provient d’une
interaction membranaire ou une action intracellulaire. Cependant, des résultats préliminaires
ont déja montré une forte internalisation des candidats F1 et F2, contrairement au fucoidane
natif qui ne semble pas avoir cette capacité.

Si I’effet immunomodulateur des fucoidanes et leurs dérivés sur PD-L1 a déja été décrits
dans plusieurs types de cancers solides, ce travail permettait de reporter pour la premiére fois
un effet immunomodulateur dans le cas de lymphomes B associés a I’EBV, appuyés par de

premiéres données sur les mécanismes d’action.

2.4. Structure-fonction et comparaison des résultats

A la lumiére des résultats, les formulations F1 et F2 sont dotées d’une bien meilleure
efficacité d’action cytotoxique par rapport au fucoidane natif (Fucus vesiculosus), celle-ci
s’accompagnant d’une baisse de I’expression membranaire de PD-L1. Comme ces formulations
sont de tBPM (DP=3,4-3,5) et issus d’une hydrolyse prolongée, nous avons souhaité nous
assurer que les effets thérapeutiques observés ne provenaient pas simplement du monomere de
L-Fucose (constituant majeur du PS natif). Les expériences sur les effets anti-prolifératifs et
pro-apoptotiques, ainsi que ’effet sur la surexpression de PD-L1, ont donc été répétées en
traitant les cellules avec du L-fucose et les résultats n’ont montré aucun effet, confirmant
ainsi ’originalité des formulations F1 et F2. Cela appuie 1) I’importance de DP par rapport
aux monosaccharides seuls, et/ou 2) de la sulfatation résiduelle (détéctée par MS) 3)
I’importance de la présence d’autres monosaccharides minoritaires du fucoidane (acide
glucuronique, xylose, glucose, etc) dans ces chaines courtes (non caractérisées ici), et/ou 4)

I’impact bénéfique possible des modifications de la structure primaire (par exemple création de
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lactones) durant la dépolymérisation par ’H20>, créant ainsi des formulations bioactives contre

les lymphomes B.

A ce stade des travaux, et nous questionnant sur le critére « sucre-dépendant » des effets
observés, nous avons donc répété 1’expérience de 1’expression membranaire de PD-L1 en
traitant les cellules LCLs avec un A-CO_1 d’un My de 1,2 kDa et d’un DS de 17,8%, a une
concentration de 100 pg/mL (pendant 48h). Les résultats n’ont montré aucun effet significatif
(Annexe 6), confirmant ainsi que ces effets thérapeutiques sur les cellules de lymphomes B

sont bien sucre-dépendant.

Par ailleurs, de manicre intéressante, nous remarquons qu’a travers cette étude la forte
diminution du My a permis d’obtenir de meilleurs effets, ce qui rejoint plusieurs études
rapportant genéralement un meilleur effet anti-cancéreux des F-Os de BPM dans le cancer. De

plus, la désulfatation n’a pas eu ’air d’impacter les effets bénéfiques des tBPM-F de 1’étude.

L’ensemble de ces résultats obtenus a partir de formulations de F-Os démontrent bien
que leur efficacité anti-cancéreuse est « polypharmacologique » dans deux contextes cancereux
différents (un cancer solide et un cancer liquide), et qu’un ajustement judicieux du couple

M:/DS de ces formulations pourrait orienter vers de meilleures pharmaco-régulations.

Ces résultats indiquent que :

- Des formulations de tBPM-F ont des meilleurs effets anti-tumoraux sur des cellules
B en latence ITI de PEBV ou DLBCLs que le fucoidane natif : r6le prometteur de ces
formulations originales en tant qu’adjuvant pour potentialiser les immunothérapies anti-
PD-L1.

- Synergie possible de cet effet avec une action cytotoxique sélective sur les cellules

cancéreuses.
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L’étude bibliographique menée durant ces travaux a montré que les fonctions anti-
tumorales portées par les OS d’origine algale peuvent s’exercer par des mécanismes communs
aux chimiothérapies (anti-prolifératifs et pro-apoptotiques), tout en restant moins toxiques pour
les cellules normales. Elles peuvent aussi s’exercer par le ciblage du MET en modulant
plusieurs de ses acteurs clés comme ’HPSE (en inhibant son activité enzymatique ou en
régulant son expression), les facteurs de croissance (en interagissant avec) ou encore les

facteurs de la réponse immune (en régulant leur expression).

La translation vers la clinique de ces OS anti-tumoraux, obtenus le plus souvent par une
dépolymérisation du PS natif, fait face a plusieurs obstacles. Comme le résume la Figure 32,
ces obstacles que nous avons identifiés et rassemblés dans quatre défis de recherche majeurs,
ont constitué la base de ces travaux et de leurs stratégies visant a la conception et

I’optimisation de A-COs et de F-Os a visée anti-cancéreuse.

Défi 1-Standardisation

- Une algoculture controlée

- Précipitation préalable des A-CARs
commerciaux (au KCly

- Dépolymérisation contrdlée par
1"H202 (au sein de bioréacteurs)

- Dépolymérisation par hydrolyse
enzymatique

Défi 3-Compréhension

v" Etude du lien entre les effets anti-
migratoire et d’inhibition de
I"HPSE par les formulations d”OS

v Etude du caractére « poly-
pharmacologique et
dépendant » des formules d’OS

cancer-

Evaluation des effets des
formulations de F-Os sur I’apoptose
et le cycle cellulaire.

- Analyses structurales par RMN des
formulations F-Os.
- Réalisation des expériences de
migration dans des modeles sous-
exprimant I’"HPSE.

Figure 32. Schéma récapitulatif des défis traités durant les travaux de these (cadres bleus), et
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Défi 2-Criblage

v Etude de I'impact de la matiére v Dé{nonsfr?tlon des effet_s
premiére (comparaison entre 6 - an.tl-HP.b]: et anti-
CARs commerciaux) migratoires des formulations

v Etude de leffet de la . de A-COs et F-Os
dépolymérisation par I'H202 FOl‘mlllatl()llS

— - Hydrolyse enzymatique

- Resulfatation des OS

- Produire des formulations
d’0s d’autres origines
(alginates, ulvanes et porphyranes)

Défi 4-Purification

- Dialyse
- Ultrafiltration
- Chromatographies

de quelques exemples de perspectives envisageables (cadres rouges).
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Trois de ces défis ont pu étre relevés, comme suit :

Défi 1- Standardisation

L’hétérogénéité structurale des OS obtenus par une dépolymérisation du PS natif est a

la fois liée a I’ensemble des facteurs constitutifs du PS natif algal (conditions culturales, cycle

de reproduction, méthodes d’extraction et de purification, etc), mais aussi, au type d’hydrolyse

utilisée, impactant la composition de ceux-ci. Ainsi, pour contribuer a relever ce premier defi,

une étude comparative d’OS produits par dépolymérisation radicalaire au H>O> a partir de six

sources de A-CARs natifs commerciaux a été menée, d’une part. D’autre part, afin de mieux

comprendre si la méthode de dépolymeérisation pourrait induire une certaine hétérogénéité des

formulations d’OS produites, le ratio H>O2/fucoidane natif a été modulé lors de la production

de F-Os. Les résultats ont montré que :

Les produits commerciaux de A-CARs natifs présentaient des différences importantes
dans leurs caractéristiques moléculaires de base (en termes de My, D et de DS), dans
leurs compositions élémentaires, dans la présence de différents types de CARS (k-, t-,
v-) a proportions variables, mais également, dans le cas de deux produits, dans 1’ajout

d’un additif de base glucose.

Ces différences se répercutent dans la composition des formulations d’OS produits et
dans leurs capacités a inhiber I’activité enzymatique de I’HPSE, méme avec des M, et
DS similaires, prouvant par ailleurs que ces deux paramétres a eux seuls ne suffisent

pas a définir que des formulations sont identiques.

La dépolymérisation des six A-CARs et du fucoidane natif par 1’H20. a induit une
diminution du My, et une désulfatation au cours du temps, en genérant des formulations
contenant des structures de motifs atypiques différentes du produit natif de depart
(altération des sucres), augmentant ainsi 1’hétérogénéité des formulations. Cependant,
I’impact de ces structures atypiques (lactones, polyols, etc) sur les bioactivités étudiées

n’a pas pu faire I’objet d’une étude approfondie dans ce travail.
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Les analyses structurales des formulations de F-Os obtenues par UPLC-MS et FT-IR
n’ont pas permis de révéler, qu’utiliser des ratios différents en H>O»/fucoidane natif,
pouvait limiter 1’hétérogénéité crée par la méthode de dépolymeérisation au H.Ox.

Il est tout a fait possible d’obtenir des formulations de BPM de M, B et DS proches
quel que soit le PS natif utilisé, a condition de réaliser un suivi en temps réel de la

réaction de dépolymeérisation (de 1’évolution du M) par I’H20x.

Il est donc bien clair que les variations identifiées dans des produits natifs commerciaux

ont des répercussions sur les bioactivités des OS produits. 1l est également évident que ces

formulations de BPM préparées a partir de ces PS commerciaux formeront toujours un mélange

hétérogéne notamment lorsqu’il s’agit de A-CARs natifs. Par conséquent, la présence de ces

différentes espéces au sein d’un méme mélange, multiplie les possibilités et les hypotheses

quant a leur mode d’action (notamment quand il s’agit de vouloir comprendre les modes

d’actions exercés par chaque type séparément, Voir par la suite).

Dans le cadre de ce premier défi, et dans I’objectif de limiter au mieux cette

hétérogénéite liée a la fois au PS natif et a la méthode de dépolymérisation, les perspectives

suivantes sont envisageables :

La mise en place d’approches d’algoculture dans des conditions contrdlées. Dans le cas
des algues rouges, certaines études ont réalisé des extractions de A-CARs a partir des
algues rouges de formes tétrasporophytes, montrant la possibilité de distinguer celles-
ci des formes gamétophytes [111,194,295,296]. Cela permettait de limiter dés le depart

cette hétérogénéité lie a la présence de différents types de CARs.

La mise en place de processus de pré-purification des PS natifs. Par exemple, dans le
cas des A-CARs natifs commerciaux ou extraits d’algues, il est possible de réaliser une
étape de précipitation au KCI afin de séparer les types A- (fraction non gélifiante) des -
(fraction gélifiante). Si les recherches pharmaceutiques confirment le potentiel des A-
COs, une telle étape serait relativement simple a mettre en ceuvre a 1’échelle industrielle,
ce qui, a terme, pourrait inciter a un changement de pratique chez les industriels
producteurs de A-CARs.
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La réalisation d’une dépolymeérisation avec un ratio plus élevé d’H2O./fucoidane natif
(par exemple : 1,5), pourrait permettre de comprendre d’avantage le lien entre le taux
de H2O: et la création d’espéces atypiques dans les formulations d’OS. Cela pourrait
confirmer nos résultats préliminaires qui montrent que le taux de H20: influence
uniquement la cinétique de génération des OS, sans influencer la quantité¢ d’especes

d’OS atypiques de méme M, et DS.

L’amélioration de la méthode de dépolymérisation par I’H2O; en la mettant en ceuvre,
par exemple dans des bioréacteurs. Ces derniers offrent des conditions plus contr6lées
notamment en termes de température, et permettent ainsi d’avoir une bonne
reproductibilité du temps de réaction entre les lots d’OS produits. D’autres méthodes
plus spécifiques pourraient également étre utilisées telle que I’hydrolyse enzymatique
par des A-carraghénases et des fucoidanases, qui permettrait d’une part de préserver la
structure initiale du sucre (motif saccharidique et DS), et d’autre part d’assurer une
homogénéité en termes de Mn. En ce sens, 1’arrivée des A-carraghénases sur le marché
pourrait étre un vrai levier. Néanmoins, I’interrogation perdure si les effets bioactifs de
ces formulations OS seront améliorés par rapport & ceux générés par 1’hydrolyse

radicalaire produisant les motifs atypiques (voir ci-aprés défi 2- Criblage).

Défi 2- Criblage

Dans la maturation des OS d’origine algale de fonction anti-tumorale, le défi 2 représente
I’effort de recherche a poursuivre quant a I’identification de nouvelles formulations d’OS
(associée a une méthode de dépolymeérisation et a des parameétres réactionnels précis) capables
d’agir contre une cible d’intérét, ici ’activité enzymatique de ’HPSE. Dans notre premier
travail, nous avons pu progresser dans la comprehension des activités anti-HPSE de
formulations d’OS de différents types de CARs. Puis, le cceur de nos travaux s’est centré sur
des formulations d’OS dérivés du fucoidane natif commercial produit par ’espéce Fucus

vesiculosus. Les résultats ont montré que :

Dans les formulations de A-COs, la présence du type A- semble contribuer
significativement a 1’inhibition de 1’activité enzymatique de I’'HPSE. Le type - peut

également générer des formulations d’OS avec une bonne activite, contrairement au
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type k-, prouvant que cette inhibition est « sucre-dépendante » méme au sein d’une
méme famille avec des structures relativement proches.

Les F-Os représentent également des inhibiteurs potentiels de I’activité enzymatique
HPSE (mesurée in vitro), bien que celle-ci soit inférieure a celle du fucoidane natif. A
des valeurs de M, et de DS plus ou moins proches, les ICsg des F-Os sont dans la méme
gamme de valeurs de concentrations que celles des A-COs, et des héparines de BPM
[58]. Par comparaison avec le suivi des activités anti-HPSE des F-Os, les résultats ont
montré également que 1’inhibition de cette activité par les A-COs semblerait moins
sulfate-dépendante. En parall¢le, la dépolymérisation diminue ’activité anti-coagulante
des F-Os qui devient pratiquement inexistante passé le seuil de 5 kDa, favorisant ainsi
une application en oncologie.

11 est possible d’améliorer ce criblage par la mise en ceuvre des perspectives suivantes :

La réalisation d’un criblage de formulations d’OS issues d’un A-CAR pur (obtenues par
exemple gréace a la technique de précipitation au KCI). Elle permettrait de réellement
achever notre étude structure-fonction basée sur I’activité anti-HPSE des especes
prédominantes de CARs, qui est pour I’instant limitée au k-CAR et au -CAR purs, et

aux formulations de A-CAR en mélange.

L’application d’une méthode de dépolymeérisation plus spécifique de la structure de base
du polymere natif, préservant a la fois cette structure et ne désulfatant pas, comme une
méthode enzymatique, permettrait de faciliter les études de structure-fonction, et
idéalement d’améliorer les bioactivités recherchées. Elle permettrait aussi de confirmer
st les structures atypiques générées par la dépolymérisation radicalaire sont a I’origine
ou non des bioactivités observées. Ainsi, réevaluer les activités anti-HPSE des A-COs
(purs), k-COs, 1-COs, des F-Os, et de I’héparine de BPM, obtenus par une hydrolyse
enzymatique, et comparer les résultats des analyses de « docking » entre les fucoidanes
(en cours), I’héparine (en cours), et les A-CARs, permettrait de conclure définitivement
sur la notion de « sucre-dépendant », et de pouvoir sélectionner le meilleur OS d’origine
algale, inhibiteur de ’'HPSE.
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- Laréaction de dépolymérisation par 1I’H20- est efficace pour induire une diminution du
Mn, mais malheureusement elle induit également une diminution du DS. Ces deux
facteurs étant déterminants pour I’inhibition de 1’activité enzymatique de I’HPSE, cela
reste difficile de comprendre si les différences d’effets observés dépendent plus de 1’un
ou de l’autre. Réaliser une sur-sulfatation des OS [55,162,297,298], permettrait de
conclure quant a I’importance de chacun d’eux, tout en gardant la présence de motifs

atypiques, potentiellement impliqués également dans les bioactivités.

- A plus long terme, il serait intéressant d’élargir le criblage vers d’autres PS d’origine
algale. Par exemple, les laminarines natives (extraits des algues brunes) sulfatées par
une réaction chimique, de PM (=10 kDa) correspondant déja a des OS, ont été décrits
pour leur efficacité a inhiber I’activité enzymatique de I’HPSE [297,299]. Egalement,
les ulvanes (extraits des algues vertes) et les porphyranes (extraits des algues rouges),
sont des PS sulfatés décrits pour avoir des activités anti-cancéreuses [23], mais le lien

avec I’HPSE n’a jamais encore été établi.

Défi 3-Compréhension

Afin de relever le défi lie a la comprehension des modes d’action des formulations de
A-COs et de F-Os, il a été important d’examiner la pertinence d’un crible
monophénotypique in vitro, basé sur I'unique mesure de DPactivité anti-HPSE des

oligosaccharides produits, pour prédire des effets sur des modéles cellulaires plus avances.

Cette question a été adressée au travers d’expériences visant a discuter les aspects de
« contexte pathologique-dépendant » et de « poly-pharmacologie » des formulations
d’OS. Les resultats ont montré que :

- Les formulations de F-Os de la série 0,15 n’avaient d’effet sur la viabilité des cellules
cancéreuses MDA-MB-231, contrairement a certaines formulations (1700 -13000 Da)
de la série 0,5 (a 100 pg/mL).

- Au sein de notre « oligothéque » de F-Os, des activités anti-migratoires sur la lignée
MDA-MB-231, allant de 59 a 90 % ont éte observées (a 100 pug/mL pour la série 0,15 ;
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a 25 pg/mL pour la série 0,5). Le meilleur effet a été obtenu avec le F-O de 1215 Da
(DS= 22 %) de la série 0,15.

Dans le cas des formulations de A-COs, I’activité anti-migratoire testée sur les cellules
d’hépatocarcinome Huh7 (& 100 pg/mL) semble également étre liée a la présence des
types 1- et x-. Le meilleur effet (modéré) de 26 % a été obtenu avec la formulation A-
CO_1de 1,2 kDa (DS= 14%).

Les formulations de F-Os et de A-COs pour lesquelles les activités anti-migratoires
étaient les plus efficaces testées sur les cellules MDA-MB-231 et Huh7, respectivement,
n’étaient pas les plus efficaces pour inhiber 1’activité enzymatique de I’HPSE in vitro.
Il est difficile de discriminer si les effets anti-migratoires observés proviennent d’une
inhibition de I’activité enzymatique de I’HPSE ou sont le résultat de mécanismes
distincts, tels qu’une régulation des niveaux transcriptionnels et protéiques [58], une
interaction avec des facteurs de croissance du MET [42,254] ou autres. Nos premieres
hypotheses confirment que les interactions préférentielles en milieu complexe
(cellulaire) de ces formulations d’OS ne semblent pas étre une conséquence d’une
unique interaction avec I’HPSE. Ils nous aménent a conclure qu’une inhibition de
I’activité enzymatique de I’HPSE n’est pas suffisante pour réguler efficacement la

migration de cellules cancéreuses de ce type.

Les effets obtenus pour une formulation de A-COs sur la migration des MDA-MB-
231[48,58] ont pu étre comparés aux résultats acquis avec les Huh-7. Les différences
apparentes sur cette fonction entre deux types cellulaires cancéreux, renforcent le

caractére « contexte pathologique-dépendant » attendu.

De maniere intéressante, des formulations de F-Os de PM intermédiaire issus de la série
0,5 (1700 -13000 Da) ont a la fois montré un effet cytotoxique sur les MDA-MB-231
(2 100 pg/mL) et une activité anti-migratoire sur les MDA-MB-231 (a 25 pg/mL). De
la méme maniére, dans le cadre des lymphomes B, des formulations d’oligofucoidanes
de tBPM-F (F1: 604 Da, F2 : 562 Da), ont présenté des effets anti-tumoraux a la fois
via un effet pro-apoptotique et via la régulation du récepteur PD-L1. Par conséquent, il
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est possible de conclure qu’effectivement, nos formulations de F-Os peuvent étre

« poly-pharmacologiques » dans deux modeles cancéreux différents.

Afin d’approfondir encore plus la compréhension des modes d’actions des A-COs et des

F-Os, les perspectives suivantes pourraient étre appliquées :

- Compléter les analyses structurales des formulations de F-Os, obtenues par UPLC-MS
et FT-IR, par des analyses en RMN afin de pouvoir tirer des conclusions plus robustes

sur les différences d’effets observées entre les séries.

- L’évaluation des effets des formulations de F-Os obtenues dans la série 0,5 sur
I’apoptose et le cycle cellulaire permettra de mieux comprendre par quels mecanismes

s’exerce 1’effet anti-métabolique observé.

- Tout comme les perspectives associées au défi 2, il faudrait reproduire des formulations
de A-COs par dépolymérisation par I’H202 mais a partir d’un A-CAR purifié (par une
précipitation au KCI), suivie d’une purification de ces OS. En réévaluant les activités
anti-HPSE, on pourrait s’attendre a avoir une meilleure inhibition en présence des
solutions pures en type A-, par rapport a une formulation de A-COs contenant d’autres
types de CARs. Parallelement, en évaluant de nouveaux l'activité anti-migratoire de ces
formulations plus homogenes, sur les cellules Huh7 et MDA-MB-231, nous pourrions
mieux interpréter si, les effets anti-cancéreux observés dans les formulations de A-COs
non purifiées, sont le résultat d’une synergie entre les effets des trois types de COs

constituant ces formulations ou de I’activité d’un type en particulier.

- La comparaison des effets des candidats sur la migration cellulaire sur des cellules
MDA-MB-231 et Huh7 sous exprimant I’HPSE (modéles sh) pourrait étre réalisée. De
plus, d’autres tests fonctionnels pourraient étre envisagés comme ceux permettant de
suivre spécifiquement le clivage de I’HS résultant de 1’activité enzymatique de HPSE.
Cela pourrait donner plus d’indications supplémentaires pour savoir si le mode d’action
des activités anti-migratoires passe par une inhibition de 1’activité enzymatique de

HPSE ou par d’autres voies biologiques.
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- La compréhension du mode d’action des A-COs et des F-Os a I’échelle cellulaire :
agissent-ils consécutivement apreés leur interaction avec des récepteurs présents a la
surface membranaire, sont-ils internalisés, vont-ils au noyau ? Pour ce faire, des
fluorochromes capables de marquer ces OS ou bien des anticorps monoclonaux les

reconnaissant permettraient de suivre leur trafic cellulaire [152,153,288].

- Enfin, comme les formulations de A-COs et les F-Os sont « poly-pharmacologiques » et
« contexte pathologique-dépendant », il est clair que si, les criblages in vitro anti-HPSE
restent d’intérét, il apparaitrait plus judicieux dans un contexte oncologique de réaliser
d’abord les criblages sur la base de tests in cellulo sur un nombre important de lignées
cancéreuses et de tests différents (cytotoxicité, migration, invasion, angiogeneése,
modele sphéroides etc). En ce sens, il serait d’intrérét de s’appuyer sur les grandes
infrastructures de recherche et sur leurs offres de plateforme de criblage haut-débit. Ce
ne serait que sur les « hits » a I’issue de cette étape, que des expériences d’identification
des cibles d’interactions pourraient étre réalisées, impliquant potentiellement I’HPSE

dans les effets anti-tumoraux.

Défi 4- Purification

Ce quatriéme défi, lié a la nécessaire purification des formulations d’OS en vue de leur
transfert vers la clinique, n’a pas pu étre traité dans le cadre de ce travail doctoral mais fera
I’objet de travaux a venir, notamment par 1’application de processus simples de purification
(dialyse, ultrafiltration) combinés a des méthodes de chimie séparative (HPLC gel filtration,
HPLC échangeuses d’ions ou encore 1’électrophorese capillaire, etc). La mise en place de ces
processus reste indispensable dans le cadre de la conception de formulations d’OS répondant
aux BPF et BPL de la clinique en termes de qualité, standardisation ou de reproductibilité
[44,45]. Elle contribuera aussi fortement la résolution des défis 2 et 3, avec des tests in vitro et
des criblages in cellulo sur des espéces beaucoup plus pures et non sur des formulations de

mélanges qui multiplient exponentiellement les hypothéses.
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Annexe 1. Spectre MS/MS de I’ion 890,1303 a un t= 9’9 correspondant a un trifucose

tetrasulfate.
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Annexe 2. Dosage des amines libres dans la solution de fucoidane natif par le test
colorimétrique d’acide sulfonique 2,4,6-Trinitrobenzene (TNBS). (A) Courbe d’étalonnage et

(B) tableau du résultat
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Annexe 3. Comparaison des spectres FTIR des formulations de F-O 24h et de F-O 8h des séries

0,15 et 0,5 ; respectivement.
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Annexe 4. ICso de I’inhibition de I’activité enzymatique de I’HPSE par la formulation de F-

Os 72h de la série 0,15, la formulation de F-O 12h de la série 0,5, et par le fucoidane natif.
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Annexe 5. Pourcentage d’inhibition de la migration des cellules MDA-MB-231 par les
formulations de F-Os (A) de la série 0,15 (a 100 pg/mL) et (B) de la série 0,5 (& 25 pg/mL), et
du fucoidane natif, en fonction du temps de migration. Le batimastat, la suramine, et I’héparine

de BPM ont été utilisés comme contréles positifs.
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Ré&sumMeé : Les oligosaccharides (OS) sulfatés d’origine algale se sont clairement démarqués ces derniéres années
grace a leurs fonctions anti-tumorales supportées par des effets pro-apoptotiques ou d’arrét du cycle cellulaire.
Plus récemment, leur capacité d’inhibition de I’héparanase (HPSE), une enzyme clé dans de nombreux
mécanismes de la progression tumorale, a été démontrée, faisant de cette protéine une cible d’intérét pour le
criblage de nouveaux OS anti-tumoraux. Néanmoins, si plusieurs de ces OS ont été identifiés comme prometteurs
dans la régulation de ces fonctions clés dans la pathologie cancéreuse, ils font encore a ce jour face a plusieurs
défis limitant leur translation vers le stade clinique. Dans ces travaux, trois défis majeurs ont été traités incluant :
la standardisation des formulations OS, le criblage et 1’identification de nouveaux OS thérapeutiques, et la
compréhension de leurs modes d’actions. La résolution de ces défis a été appliquée & des formulations
d’oligosaccharides de A-carraghénanes (A-COs) et de fucoidanes (F-Os), obtenues par une dépolymérisation
radicalaire par le péroxyde d’hydrogéne (H2O2) a partir de leurs polysaccharides (PS) natifs commerciaux. Pour
le premier défi, les résultats ont démontré des différences de composition entre six A-CARS natifs commerciaux.
L’hétérogénéité structurale s’est transférée au sein des formulations d’OS méme si elle était a la fois liée a la
composition initiale du PS natif (présence d’autres CARs ou d’additifs) et a la méthode de dépolymérisation par
I’H,0; (présence d’espéce atypiques : lactones, polyols, etc). Dans un second temps, sur la base d’un crible
phénotypique in vitro, nous avons déemontré que, en plus des A-COs, les 1-COs représentaient des candidats anti-
HPSE prometteurs contrairement aux k-COs. Surtout, nous avons pu mettre en avant les F-Os comme de nouveaux
inhibiteurs de I’activité enzymatique de I’HPSE, rarement décrits jusqu’a lors. La comparaison de cette large
« oligothéque » nous a permis de dégager une interaction « sucre-dépendant » et probablement « sulfate-dépendant
». Enfin, ’activité anti-migratoire des formulations de A-COs et de F-Os a été évaluée sur deux lignées cancéreuses
humaines de modéles de cancers solides du foie (Huh7) et du sein (MDA-MB-231). Les résultats obtenus sur cette
activité dégagent des formulations d’OS thérapeutiques prometteuses mais montrent clairement qu’elle n’est pas
fortement reliée a leur capacité d’inhiber ’activité enzymatique de I’HPSE. Par ailleurs, dans le cas des F-Os, nous
avons montré qu’en plus d’inhiber la migration des cellules MDA-MB-231, les formulations sont aussi capables
d’inhiber la prolifération de ces cellules malignes. Ce caractére « poly-pharmacologique » s’est de nouveau illustré
dans un autre modele, ou deux formulations F-Os ont pu simultanément induire 1’apoptose des cellules de
lymphomes B et moduler I’expression membranaire de I’effecteur PD-L1.

Mot clés: oligosaccharides d’origine algale, thérapie anticancéreuse, A-carraghénanes, fucoidanes,
dépolymérisation, héparanase, migration cellulaire, hépatocarcinome (Huh7), cancer du sein triple négatif, (MDA-
MB-231).

Abstract: Sulfated algal oligosaccharides (OS) have clearly stood out in these recent years thanks to their anti-
tumoral functions, supported by pro-apoptotic effects or cell cycle arrest. More recently, their capacity to inhibit
heparanase (HPSE), a key enzyme involved in various mechanisms of tumor progression, has been demonstrated,
making this protein a target of interest for screening new anti-tumoral OS. However, while several of these OS
have been identified as promising in regulating these key functions in cancer pathology, they still face several
challenges limiting their translation to the clinical stage. In this work, three major challenges have been addressed,
including: standardization of the OS formulations, screening and identification of new therapeutic OS and
understanding their mechanisms of action. The resolution of these challenges was applied to A-carrageenan
oligosaccharides (A-COs) and fucoidans (F-Os) formulations obtained by radical depolymerization using hydrogen
peroxide (H.0) from their native commercial polysaccharides (PS). For the first challenge, the results
demonstrated differences in the composition among six native commercial A-CARs. Structural heterogeneity
transferred within the OS formulations, was both related to the initial composition of the native PS (presence of
other carrageenans or additives), but also to the H,O, depolymerization method (presence of atypical species:
lactones, polyols, etc). Subsequently, based on in vitro screening, we demonstrated that, in addition to A-COs, 1 -
COs represented promising anti-HPSE candidates unlike x-COs. Especially, we highlighted F-Os as new
promising inhibitors of the enzymatic activity of HPSE, rarely described until now. The comparison of this broad
«OS library» allowed us to identify a « sugar-dependent » and probably a « sulfate-dependent » interaction. Finally,
the anti-migratory activity of A-COs and F-Os formulations was evaluated on two human cancer cell lines solid
models of liver (Huh7) and breast (MDA-MB-231) cancers. The results obtained from this activity suggest
promising therapeutic OS formulations but clearly show that it is not strongly related to their capacity to inhibit
the enzymatic activity of HPSE. Furthermore, in the case of F-Os, we demonstrated that in addition to inhibit the
migration of MDA-MB-231 cells, the formulations are also capable of inhibiting proliferation of these malignant
cells. This «poly-pharmacological» feature was further illustrated in another model, where two F-O formulations
were able to simultaneously induce apoptosis of B lymphoma cells and modulate the membrane expression of the
effector PD-L1.

Key words: algal-derived oligosaccharides, anti-cancer therapy, A-carrageenans, fucoidans, depolymerization,
heparanase, cellular migration, hepatocarcinoma (Huh7), triple negative breast cancer (MDA-MB-231).
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