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Le cancer est un probleme majeur de santé publique. En 2012, 14 millions de
nouveaux cas ont été diagnostiqués a travers le monde et 8.2 millions de personnes en sont
décédées. 11 est estimé par 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) que I’apparition de
nouveaux cas devrait augmenter de 70 % environ dans les 20 ans a venir et donc passer de 14
a 22 millions de cas par an. C’est dire I’urgence de la découverte de médicaments innovants et
efficaces et I’importance de ce travail car il en est I’objet direct.

Cette maladie nécessite pour son traitement un arsenal de molécules sans cesse
renouvelé. Les stratégies thérapeutiques doivent cibler de nouvelles voies, de nouveaux
mécanismes a 1’origine de la survie et de la propagation des cellules cancéreuse. En effet, ces
derniéres mutent et résistent aux traitements, et, de ce fait, la recherche d’un traitement
efficace s’apparente au mythe de Sisyphe.

La superoxyde dismutase (SOD) est une enzyme majeure du stress oxydant.

La recherche d’inhibiteurs de cette enzyme est une de ces nouvelles voies d’avenir qui
s’ouvre aux chercheurs afin de combattre le cancer.

Cependant, les inhibiteurs spécifiques de cette classe d’enzymes sont trés peu
nombreux, voire inexistants, dans le régne vivant, non seulement a cause de I’intérét
relativement récent porté a ces inhibiteurs, mais encore du fait que chaque organisme vivant
possede une SOD lui permettant de survivre dans le monde aérobie. 1l est primordial pour un
étre vivant de maintenir un bon fonctionnement de cette enzyme essentielle, par ailleurs trés
conservée tout au long de 1’évolution, et il est donc a priori trés dangereux de synthétiser des
inhibiteurs de cette enzyme.

Comme pour tout sujet innovant, pour I'étude de ces inhibiteurs, les scientifiques ne
disposent pour le moment que de peu de pistes quant a la nature des composés recherchés.

Aujourd'hui, nos connaissances se limitent @ une seule classe de moléculaires
naturelles qui semble étre associée & une inhibition de la SOD : la famille des furocoumarines
(Impératorine en particulier).

Un des défis majeurs de la recherche d’anti-cancéreux est de découvrir des molécules
certes efficaces, mais entrainant le moins d’effets secondaires possibles pour le patient. Il est
donc préférable de trouver des molécules pouvant avoir un effet seulement sur la tumeur, soit
en I’adressant, soit en I’activant in situ. La famille des furocoumarines nous semble tres
prometteuse car dans leur majorité, elles ont cette particularit¢ de pouvoir étre photo-
activables. Il est donc possible d’envisager de les administrer a un patient puis, dans un
second temps, de les activer a 1’aide d’une fibre optique par exemple.

Nous sommes partis de ce postulat et avons recherché des furocoumarines dans
diverses substances naturelles issues du regne végétal.

En effet, bien que la médecine dite « moderne » ait conquis la majorité des pays en
voie de développement, environ 80 % de la population mondiale continue a avoir recours aux
plantes pour protéger ou restaurer sa santé. En outre, dans les pays industrialisés, on assiste a
un renouveau des médecines douces et une recrudescence de 1’utilisation de plantes
médicinales ou medicaments a base de plantes. De plus, les substances naturelles sont une
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formidable source d’inspiration pour la recherche de nouvelles molécules possédant une tres
grande diversité structurale ou des motifs innovants. C’est dire I’importance, aujourd’hui
encore, et malgré les progrés de la chimie de synthése, de la pharmacognosie.

L’étude de la présence d’inhibiteurs dans les extraits de plantes par des tests
biologiques étant difficile pour diverses raisons détaillées dans ce tapuscrit, nous nous
sommes tournés vers 1’étude des inhibiteurs de la SOD dans des champignons endophytes
foliaires.

Les endophytes constituent un sujet encore peu étudié et particulierement intéressant.
L’intérét de la communauté scientifique pour ces nouvelles sources prometteuses de
métabolites secondaires est en plein essor.

En effet, les champignons endophytes sont les microorganismes commensaux des
plantes. lls assurent a ces derniéres une production importante de métabolites secondaires. La
colonisation de nouveaux milieux et la lutte biologique entre especes ont pour conséquence
I’apparition de stratégies de survie trés élaborées. Les plantes sont ainsi capables de
synthétiser puis d’exsuder des molécules hautement toxiques pour prendre la place de leurs
rivales ou encore afin de lutter contre des prédateurs. La majorité de ces métabolites sont
produits par leurs champignons endophytes. Cultivés sur boites de Pétri, ils peuvent produire
ces métabolites en trés grande quantité. Les extraits de ces cultures sont donc extrémement
riches en métabolites secondaires, qu’il est alors facile de purifier et d’analyser. De plus, les
cultures d’endophytes revétent un intérét majeur, dans la mesure ou il est possible, avec
diverses techniques d’élicitations, tant au niveau génétique que cultural, de moduler la
production des métabolites produits.

Le travail de thése présenté ci-aprés s’articule en quatre parties : la premiére partie
présente les travaux antérieurs ayant eu trait au stress oxydatif et a la superoxyde dismutase,
nous permettant de définir avec précision les acteurs et enjeux de ce travail.

La seconde partie est dédiée a la présentation des divers extraits d’endophytes étudiés
lors de cette thése.

La troisiéme partie concerne 1’étude chromatographique haute résolution de la
composition des extraits endophytiques et des spectres de fragmentation des furocoumarines
trouvées dans les extraits. Nous exposerons le protocole utilis¢ afin d’obtenir les
chromatogrammes et notre méthode de recherche des molécules d’intérét.

Enfin, il nous restait & mettre au point un test de détection de 1’activité vis-a-vis de la
SOD rapide et fiable. Les résultats de ce test nous permettent de mettre en relation la
composition chimique des extraits avec la présence ou 1’absence d’inhibiteurs de la SOD.
Ainsi, grace a une étude statistique poussée, nous sommes capables de déterminer la
probabilité pour qu’une molécule soit responsable de I’activité biologique recherchée et donc
en possession ou non d'une activité anti-SOD.

27



CHAPITRE | : RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

28




IV.  Stress oxydatif et régulateurs cellulaires

Dans les conditions physiologiques, un équilibre existe entre la génération d’espéces
réactives de I’oxygéne (ERO) et les systemes de défense antioxydants (voir figure 1).
Cependant, de nombreuses causes peuvent rompre cet équilibre et étre a 1’origine d’une
augmentation du taux d’ERO dans la cellule. Ce processus est appelé « stress oxydatif » ou
encore « stress oxydant ».

Les ERO sont de puissants oxydants qui vont induire dans la cellule des dommages au
niveau des macromolécules, étre responsables de la peroxydation lipidique, de 1’apparition
d’une porosité membranaire et de la cytolyse cellulaire, ainsi que d’une diminution du
métabolisme protéique et de I’oxydation des nucléotides.

k=3 2

Anti-oxvdants:
enzymes, protéines

Pro-owydants: UV, Anti-oxydants: vitamines
radiation, métabolisme, enzymes, protéines flavonoides...
pollution, vitamines

£ L . Pro-oxydants: LW, _w'_
nflammation... flavonoides...

radiation, métabolisme,

@ V'\'j_ pollution,

nflammation...

: |

Homéostasie: Stress oxydant: déséquilibre
équilibre entre les en faveur des pro-oxydants.
systémes oxydant et Les causes peuvent étre
anti-oxydant. endo- ou exogénes.

Figure 1: Figure représentant les différents états d'oxydation lors de I'noméostasie et du stress oxydant.

La persistance du stress oxydant peut étre liée a 1’apparition de maladies de
vieillissement telles que les maladies neurodégénératives et certains cancers.

Selon le niveau des dommages générés, la cellule peut s’engager soit vers un
processus de réparation soit vers la mort cellulaire.

Nous présenterons successivement 1’oxygene et ses dérivés réactifs puis leurs effets
physiopathologiques. Nous étudierons les régulateurs cellulaires du stress oxydatif et une
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attention particuliere sera portée a une enzyme majeure du maintien de 1’homéostasie
cellulaire : la superoxyde dismutase (SOD).

V. L’oxygene et les radicaux libres

Les organismes eucaryotes sont, pour la plupart, aérobies : ils produisent leur
énergie grace a la phosphorylation oxydative dont le siege est la mitochondrie. Leur survie
dépend de la présence d’oxygéne. Ceci les expose nécessairement a de fortes concentrations
d’oxygeéne et donc a la production d’especes réactives de I’oxygene telles que le peroxyde
d’hydrogéne (H,0,), I’anion superoxyde (O;"), le radical hydroxyl (OH), le peroxynitrite
(ONOO"), I’oxyde nitrique (NO')..: 3 a 10% de 1’oxygeéne moléculaire se transforme en ERO.
IIs sont majoritairement produits dans la mitochondrie, lieu de la respiration cellulaire.

V.1 L’oxygéne

L’oxygene est le 16° élément de la classification périodique.

Dans son état fondamental, 1°0, & Iétat triplet est paramagnétique. Il ne peut donc pas
réagir avec des espéces diamagnétiques sans que soit levée D'interdiction de spin. En
revanche, il est admis que ses dérivés qui le peuvent. In vivo, cette barriere est levée grace a
des enzymes telles que les oxydases ou les oxygénases.

Toxique & des concentrations de 40% (Joenje 1989), 1’20, n’est cependant pas délétére
aux concentrations physiologiques. Sa toxicité est liée a sa capacité a générer, apres réduction,
des especes radicalaires ainsi que des espéces actives ne possédant pas d’électron non apparié
mais au fort pouvoir oxydant (voir figure2).
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Figure 2: Métabolisme de I'oxygene et de ses dérives.

On estime que 1 a 2% de 1’oxygéne est converti en anion superoxyde.(Joenje 1989),
(Kowald, Lehrach, and Klipp 2006).
L’0, est majoritairement réduit par la cytochrome C oxydase, par le transfert direct de
4 électrons au niveau des chaines respiratoires mitochondriales, selon la réaction suivante :
O, +4e + 4H" = 2H,0

Des especes réactives de 1’oxygene peuvent se former a partir d’hétéroatomes comme
I’azote ou de chaines carbonées pour former respectivement le monoxyde d’azote (NO), le
peroxynitrite (ONOOQO"), les radicaux peroxydes (ROQ"), ou les radicaux alkoxyles (RO")). Les
produits issus directement de la réduction de 1’oxygene, ou secondairement apres réaction de
ces premieres molécules radicalaires de I’oxygene sur des macromolécules biologiques, sont
appelés radicaux libres. Cependant la réduction de 1’oxygéne peut conduire a la formation de
molécules non radicalaires a trés haut pouvoir oxydant qui seront ensuite a l’origine de
radicaux libres.

V.2 L’anion superoxyde : O;"

L'anion superoxyde, O,", est la principale espéce radicalaire de I’oxygéne. Il a été mis
en évidence en 1969 par Fridovich et Mc Cord (Joe M. McCord and Fridovich 1969).
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Dans les milieux biologiques, lors de la formation de 1’0,", ’oxygéne passe d’un état
fondamental triplet & un état doublet. Cette réaction est a la fois endothermique et
monoélectronique. In vivo, elle est donc thermodynamiquement impossible et ne peut se faire
que grace a I’intervention d’enzymes, les oxydases.

V.2.1 Lieu de production de I’anion superoxyde

L’anion superoxyde O," est produit majoritairement par les enzymes de la chaine
respiratoire mitochondriale et du réticulum endoplasmique (détoxification de xénobiotiques
par le cytochrome P450), et de facon plus marginale, par de nombreuses autres enzymes,
comme la xanthine oxydase, 1’indoléamine dioxygénase, la tryptophane dioxygénase et
I’aldéhyde oxydase (Halliwell 2006), NADPH oxydases (Maghazl et al Free rad Biol med
2012, 53, 1903-1918).

Dans la mitochondrie, il est un sous-produit de la phosphorylation oxidative (Cadenas
and Davies 2000a).

La chaine respiratoire mitochondriale est composée d’une série de catalyseurs rédox
localisés dans la membrane interne de la mitochondrie. Leurs potentiels rédox va de -320 mV
a +380 mV. Cependant au cours des différentes réactions d’oxydo-réduction, qui ont lieu au
niveau des crétes mitochondriales, 2 a 5% d’électrons s’échappent a différents niveaux de la
chaine respiratoire conduisant a la formation d’ERO et d’anion superoxyde. Ce phénomene
est illustré par la figure 3 :
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Figure 3: Rdle de la mitochondrie dans la production et la détoxification de I'anion superoxyde.

L’0O," est polarisé, ce qui lui interdit le passage de la bicouche lipidique des
membranes. 1l emprunte donc les canaux anioniques (Gus’kova et al. 1984) (Hawkins et al.
2007) (Han et al. 2003) pour rejoindre les espaces inter-membranaires (St-Pierre et al. 2002a),
ou il est dégradé par les enzymes du stress oxydant (superoxyde dismutases en particulier).

Nous ajouterons que les ERO ont aussi un effet sur la morphologie des mitochondries.
Ces dernieres se fragmentent sous 1’effet des ERO suite a une hyperglycémie et donc un stress
oxydant prolongé. L’inhibition de la fragmentation mitochondriale semble par ailleurs étre
une cible a privilégier pour contrer les effets néfastes de I’hyperglycémie (Yu, Robotham, and
Yoon 2006).

Enfin, I’anion superoxyde peut étre le produit de 1’auto-oxydation de divers composés
biologiques (neuromédiateurs, thiols ou co-enzymes réduits) (Halliwell and Gutteridge 2015).

La production d’anion superoxyde est finement régulée par la cellule. Au niveau de la
chaine respiratoire mitochondriale elle est controlée par la pression partielle en dioxygéne
ainsi que par 1’état d’oxydation des protéines impliquées dans la respiration. Le monoxyde
d’azote, et par conséquent les NO synthases mitochondriales et cytosoliques, participent aussi
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a cette régulation, en augmentant la production d’O," (Poderoso et al. 1996; Poderoso et al.
1999; Brown 1999; Boveris et al. 2000; Davidson and Yellon 2005). D’une maniére plus
générale, tous les éléments pouvant agir sur les enzymes de la chaine respiratoire
mitochondriale participent a la régulation de la production des anions superoxydes.

V.2.2 Les propriétés de I’anion superoxyde

L’anion superoxyde est extrémement instable. Il se dismute, en effet, en peroxyde
d’hydrogéne avec une vitesse de k=10° M s™%. Cette dismutation peut aussi étre effectuée par
les superoxydes dismutases présentes dans 1’espace inter-membranaire de la mitochondrie,
accélérant la réaction d’un facteur 1000.

Bien que peu réactif par lui-méme (k= 10° mol™.L.s™), I’anion superoxyde peut
cependant former, lors de sa rencontre avec une molécule de monoxyde d'azote, le
peroxynitrite et, par cette voie le radical hydroxyle. Ce dernier est un trés puissant initiateur
de la lipoperoxydation lipidique.

Sous sa forme protonée, 1’anion superoxyde, est plus réactif et donc plus dangereux. Il
s’agit du radical hydroperoxyl : HOO'. Il peut étre formé a partir de I’oxygéne soit par
addition de 3 électrons, soit par réaction avec une molécule d’cau. Il est connu, tout comme le
peroxynitrite, pour initier la lipoperoxydation de facon trés violente. Le peroxynitrite peut
aussi réagir avec 1’anion superoxyde pour former une molécule d’H,O..

V.3 Le peroxyde d’hydrogene (H,0;)

V.3.1 Formation du peroxyde d’hydrogene
La formation de peroxyde d’hydrogeéne correspond majoritairement a une réduction de
I’anion superoxyde. Il est produit par dismutation de I’anion superoxyde. In vivo, la réaction
de formation est régie par cette équation :
O," + 1e + 2H+ = H,0,

S'agissant d'une réaction endothermique, elle est thermodynamigquement impossible et

la formation du peroxyde d’hydrogéne résulte de réaction enzymatique grace aux différentes
SOD.

Cette molecule peut aussi étre produite directement a partir de 1’oxygene, par
réduction bi-électronique et grace a des enzymes telles que les oxydases, dans le peroxysome
par exemple, ou encore via la monoamine oxydase de la membrane externe mitochondriale
(Cadenas and Davies 2000a).

Enfin, elle peut dériver du radical hydroperoxyl suite a 1’addition d’un électron. Cette
réaction peut se faire in vivo.
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V.3.2 Actions du peroxyde d’hydrogéne, toxicité et détoxification

Dans le foie et les bactéries, la concentration du peroxyde d’hydrogene est d’environ
10® M dans les conditions normales (Chance, Sies, and Boveris 1979).

Le rapport [H,0,]/ [027] dans une cellule normale est de 10°.

L’H,0, est une espece non radicalaire, peu réactive, mais qui diffuse trés bien a
travers les membranes (Nordberg and Arnér 2001). Il peut donc, a distance de son lieu de
production, former via la réaction de Fenton et en présence de métaux, en particulier 1’ion
ferreux, le radical hydroxyle (OH).

Le fer étant abondant dans 1’organisme et pouvant provenir de diverses sources (ion
ferreux, fer complexé, héme), un arsenal enzymatique est capable de détoxifier I’H,0,: il
s’agit en premier lieu de la catalase (voir figure 4), mais aussi de la glutathion peroxydase, de
la thioréductase-2, ou encore de la peroxyrédoxine-3. Il faut aussi citer les peroxydases, ces
enzymes hémiques qui, bien que d’origines polygéniques, ont en commun la méme activité
enzymatique vis-a-vis de I’H,O, (Furtmuller et al. 2006).

H:0:0:H

+2e;
+2H*

Catalase: réaction
exothermigue

ZH:O:H

Figure 4: Réaction de détoxification du peroxyde d’hydrogéne par la catalase

V.4 Le radical hydroxyle (OH)

Le radical hydroxyle OH" est ’ERO le plus réactif (sa vitesse de réaction avec les
molécules biologiques est comprise entre 10° et 10'°°M™.s™) et donc le plus dangereux. Une
seule collision suffit a ce que la réaction se produise sans apport d’énergie supplémentaire Sa
durée de vie est extrémement faible (107%), il diffuse donc faiblement et n’induit des
dommages biologiques que dans son environnement de production immédiat.

V.4.1 Formation du radical hydroxyle

La réaction d’Haber-Weiss, nommée d’apres Fritz Haber et son étudiant Joseph Joshua
Weiss, génere un radical hydroxyle a partir du peroxyde d’hydrogéne et de 1’anion
superoxyde. Cette réaction est lente.

Elle est catalysée par I’ion ferreux Fe?* ou I’ion cuivre?*.
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Fe** +'0, > Fe** + O,  le étape: réduction du Fe®* (présent majoritairement sous
cette forme dans I’organisme) en Fe?*

Fe’* + H,0, — Fe** + OH™ + "OH  2° étape : Réaction de Fenton: production du
radical hydroxyle

Bilan de la réaction:
.02_ + H,0, — ‘OH +OH + O,

V.42 Mode d’action du radical hydroxyle

Ce radical agit par arrachage d’un électron.

Cela a trois sortes de conséquences biologiques, telles que :

- lorsqu’il attaque les macromolécules (bases azotées de I’ADN, acides aminés des
protéines) et conduit a la formation de dérivés hydroxylés (J. Cadet et al. 1999),

- il peut former le radical peroxyle lorsqu’il arrache un atome d’hydrogeéne, ou
encore lorsqu’il transfére son électron non apparié. Sur les lipides, il initie alors
une cascade de lipoperoxydation, appelées aussi peroxydation lipidiques (Sonntag
1989),

- enfin, il peut s’additionner sur une double liaison.

V.5 Les dérivés azotés de I’oxygéne
Il existe de nombreux dérivés azotés de 1’oxygéne, mais le plus réactif et le plus
dangereux est dans conteste le peroxynitrite, qui peut initier des cascades de
lipoperoxydations. Le monoxyde d’azote est aussi un dérivé azoté extrémement important du
fait de son role de second messager cellulaire.
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VI. Roéles physiologiques du stress oxydant.

Les conséquences du stress oxydant sont multiples, mais, contrairement a ce que 1’on
pourrait imaginer, elles ne sont pas toujours défavorables a I’organisme. 1l intervient dans le
maintien de la fonctionnalité des organes (apoptose des cellules malades ou sénescentes,
élimination des pathogenes dans les macrophages, etc.) Certains ERO sont a la base de
mécanismes cellulaires. Cependant, lorsque ces molécules sont produites en trop grande
quantité elles peuvent avoir des effets négatifs autant a court qu’a long terme.

V1.1 Réles physiologiques

L’impact des espeéces réactives de 1’oxygeéne n’est pas seulement délétere pour les
organismes (Jezek and Hlavata 2005). A des concentrations physiologiques, certaines ERO
comme le NO', le radical carbonyle CO3", le dioxyde d'azote NO;" voire le peroxynitrite ont
méme un role cellulaire trés important. Elles peuvent intervenir dans de nombreux
phénomenes, tels que le maintien de I’homéostasie cellulaire et la signalisation, ou encore la
réponse immunitaire (Katoh et al. 1999; Nemoto et al. 2000).

La peroxydation des lipides est indispensable lors de la prolifération et de 1’apoptose
des cellules normales (Brookes and Darley-Usmar 2002; Brookes et al. 2004; Huang et al.
1996; Simon, Haj-Yehia, and Levi-Schaffer 2000).

Au cours de I’embryogénése, une augmentation des ERO dans certaines cellules ciblées
permet une morphogénése harmonieuse (Salas-Vidal et al. 1998).

Les mitochondries, siege de la respiration cellulaire, sont aussi les organites centraux
initiateurs des stades précoces de 1’apoptose. Dans la membrane interne de ces dernieres, le
cytochrome C est fixé a un phospholipide particulier, la cardiolipine, ce qui I’empéche d’étre
libre dans I’espace inter-mitochondrial (Orrenius and Zhivotovsky 2005) (voir figure 5). Or,
la peroxydation de la cardiolipine conduit a la rupture de cette liaison et donc a la libération
du cytochrome C dans I’espace inter -membranaire. S’ensuivent des réactions de perméation
de la membrane externe de la mitochondrie - dans lesquelles est impliqué 1’O,” (Ott et al.
2002) - qui aboutissent a la libération du cytochrome C dans le cytosol.
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Figure 5: Structure de la cardiolipine, présentant chaines hydrophobes.

Toujours au niveau mitochondrial, lors d’un phénoméne d’hypoxie, ce sont les anions
superoxydes produits par la chaine respiratoire qui initient les cascades transcriptionnelles
permettant d’activer les facteurs protéiques de protection (HIF-Hypoxia-Induced Factors
(Chandel and Schumacker 2000; Schroedl et al. 2002) (voir figure 6).

Membrane cellulaire

N pO;

O =»H,0,<» ROS

=> Activationdela Noyau

Mitochondrie —3&

w
Expression de SOD,
GSH peroxydase,
catalase,...

Figure 6: La mitochondrie a un role central dans I'activation des facteurs protéiques de protection contre I'hypoxie.
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Dans la cellule normale, H,O, est un messager intracellulaire ubiquitaire (Rhee, Chae,
and Kim 2005).

Il agit par exemple sur la biosynthése des prostaglandines a des concentrations de 10
®M et est nécessaire & la coagulation car il transmet le signal suite a I’activation du récepteur
du PDGF (Platelet-Derived-Growth factor) (Sundaresan et al. 1995). Par ailleurs, il a été
démontré qu’il inhibe une tyrosine protéine phosphatase et stimule les cascades signalétiques
induites par les MAP kinases.

Le monoxyde d’azote (NO’) est un neurotransmetteur majeur. Il est gazeux et est
formé par les NO synthases a partir de L-arginine (Palmer, Ashton, and Moncada 1988).

Les NO synthases sont des enzymes héminiques largement distribuées (endothélium
vasculaire, tissu digestif, monocytes, granulocytes, hépatocytes, etc.) Le NO, tres diffusible,
se répartit donc dans ’espace intercellulaire et dans les membranes cellulaires de tous les
tissus.

Réaction de formation du NO a partir de L-arginine :

L-arginine+NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide) + Ca™ + Calmoduline =» L-
citrulline + NO

La réaction nécessite la présence du FAD (flavine adénine dinucléotide), de I'néme et
de la tétrahydrobioptérine (Busse and Mulsch 1990; Mayer et al. 1989; Nathan 1992; Palmer,
Ashton, and Moncada 1988)

Le monoxyde d’azote a été reconnu par Furchgott en 1987 comme étant
« I’endothelium-derived relaxing factor (EDRF) » (Palmer, Ferrige, and Moncada 1987). Le
mécanisme d’action est le suivant : I'oxyde d'azote active la guanylate cyclase (Rapoport and
Murad 1983) en se fixant au fer du complexe Heme-guanylate cyclase (Craven and
DeRubertis 1978), ce qui entraine une augmentation de la production de guanosine
monophosphate cycliqgue (GMPc) (Dunkley 1994) induisant une activation de certaines
protéines kinases et enfin un relachement des muscles lisses. Au niveau des épithéliums
vasculaires il y a alors une vasodilatation. Lorsque le tissu cible est le corps caverneux,
I’afflux sanguin est favorisé provoquant ainsi I’érection. Rétablir ce phénomene est a la base
du mécanisme d’action du sildénafil (Sildénafil - Vidal.fr n.d.).
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V1.2 Causes du stress oxydant

De multiples causes, autant intrinséques qu’extrinséques, peuvent déclencher un état
de stress oxydant.

V1.2.1 Causes physiopathologiques
V1.2.1.1 Infections

Lors d’une infection bactérienne ou virale, la cascade signalétique qui découle de la
phagocytose de bactéries par les cellules de la réponse immunitaire innée conduit a une forte
consommation d’oxygeéne et a I’intervention du stress oxydant pour protéger I’organisme des
pathogenes invasifs, ainsi que des cellules cancéreuses (Zuo et al. 2015).

Grace a la NADPH-oxydase, les macrophages et les polynucléaires neutrophiles
peuvent réduire 1’0, en O,". Ce phénomeéne de production d’anion superoxyde de fagon tres
intense est nommé « flambée respiratoire », ou « burst oxydatif ». Il permet de détruire les
bactéries pathogénes invasives phagocytées dans les vacuoles digestives, et ce par stress
oxydant.

Une partie de 1’0" est dismuté en H,O,. Les macrophages peuvent ainsi, via la
chloroperoxydase, produire des ions hypochlorites CIO™ au sein de leur vacuole. Les ions
hypochlorites, par réaction avec des amines, peuvent former des chloramines.

Les cytokines pro-inflammatoires jouent un réle trés important dans 1’activation, le
maintien et la production d’ERO. Elles participent aussi a I’emballement de la réponse
immunitaire ou a une réponse immunitaire non adaptée dans le cas des infections virales
(Mogensen and Paludan 2001).

V1.2.1.2 L'hypoxie et I'ischémie tissulaire :

Quand un organe ou un tissu n’est plus oxygéné, c’est-a-dire quand la concentration en
oxygene dissous est inférieure a 3uM, apparait le phénoméne d’hypoxie. Si la concentration
en oxygene continue a diminuer, le tissu se trouve alors en anoxie.

Pendant cette phase d’anoxie, la chaine respiratoire mitochondriale ne peut plus
fonctionner et la production d’ATP s’arréte. Lors de la ré-oxygénation, les cytochromes de la
chaine respiratoire ne peuvent se réactiver immédiatement, contrairement a 1’ubiquinone. Les
¢lectrons de I’ubiquinone ne sont alors plus pris en charge par les cytochromes et
I’'ubiquinone réduit alors 1’0, en Oy~ (Chandel and Budinger 2007; Dirmeier et al. 2002;
Jezek and Hlavaté 2005; Lesnefsky and Hoppel 2003).

L’ATP venant a manquer, les pompes ATP-dépendantes ne fonctionnent plus. 1l y a
alors une hypercalcémie intra-cellulaire qui active la xanthine oxydase via une protéase, ce
qui aboutit a la formation d’une quantité d’O,~ exacerbee :

Xanthine + Xanthine oxydase =» Xanthine oxydée + O,"

Ce mécanisme provoque in fine la nécrose tissulaire.

40



V1.2.1.3 L’hyperglycémie

Une surnutrition conduit & une hyperglycémie chronique, puis progressivement a une
insulino-résistance ainsi qu’a un trouble de la sécrétion d’insuline et une obésité.
Geénéralement, on voit apparaitre un diabéte de type Il apres quelques années. Les
mécanismes de cette pathologie complexe mettent en jeu les ERO et un stress oxydant
chronique (Brownlee 2005), tant en ce qui concerne 1’apparition de la maladie que de ses
complications.

Le stress oxydant provoque 1’activation de cing voies métaboliques :

- lavoie des polyols,

- la formation des dérivés glyqués®,

- une expression exacerbée du récepteur aux dérivés glyqués,
- la protéine MAP-kinase,

- lavoie des hexosamines.

Il inactive en outre les enzymes anti-athérosclérose, a savoir la prostacycline synthase
et I’eNOS.

Toutes ces modifications ont pour conséquences d’activer les cascades signalétiques
pro-inflammatoires et de tronquer I’angiogénése ischémie dépendante.

De plus, il est a noter que ces désordres s’inscrivent au niveau épigénétique et qu’ils
changent profondément et a long terme le métabolisme général de 1’organisme (Giacco and
Brownlee 2010).

Par ailleurs, nous ajouterons que 1’obésité provoquée a long terme par I’hyperglycémie
peut aussi étre source de stress oxydant. En effet, les leptines, hormones produites par le tissu
adipeux, seraient capables de stimuler la production d’anion superoxyde dans les cellules
aortiques. Ceci explique en partie le lien entre obésité et maladies cardiovasculaires
(Yamagishi et al. 2001).

V1.2.1.4 L’ion Ca2+

L’ion calcium accroit la production d’ERO car il est un stimulateur du cycle de Krebs.
Il entraine donc une surproduction d’anion superoxyde.

Il stimule aussi la NO synthase et donc la production de NO' (cf. sous-partie suivante).
Or le monoxyde d’azote, est non seulement un radical libre en lui-méme, mais aussi est un
inhibiteur de complexe 1V de la chaine respiratoire mitochondriale. Ce mécanisme renforce le
premier dans la production d’anions superoxydes.

! La formation de dérivés glyqués intervient lorsque les acides aminés lysine et arginine réagissent avec les
sucres réducteurs retrouvés dans le sang a la suite d’une hyperglycémie. On voit apparaitre les produits
d’ Amadori, puis, si les oxydations ne cessent pas, il y a formation d’AGEs (Advanced Glycated End Products),
comme la n-carboxy-méthyl-lysine ou la pentosidine. Ces AGEs se fixent alors aux parois du systeme vasculaire,
provoquant des obstructions de la lumiére des veines et arteres.
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V1.2.1.5 Diminution des molécules anti-oxydantes.

Cette diminution des molécules anti-oxydantes peut étre due a une insuffisance
d’apport, par exemple avec un régime mal adapté, ou encore une chélation de ces molécules
(charbon actif).

V1.2.1.6 Taux de métaux de transition trop élevé

Un taux d’ion ferreux trop élevé, par exemple, conduit a une augmentation du risque
que la réaction de Fenton se produise.

V1.2.1.7 Causes chimiques

L’antimycine, un inhibiteur de la chaine respiratoire mitochondriale, (Boveris,
Cadenas, and Stoppani 1976; Cadenas and Davies 2000b) provoque une inhibition de la
respiration mitochondriale. Le couplage électronique se produit alors en faveur de la
formation d’O," (Brown and Borutaite 2007; St-Pierre et al. 2002b; Turrens 2003; Turrens,
Alexandre, and Lehninger 1985).

La stimulation du cycle de Krebs par les dioxines, autres poisons mitochondriaux, est
aussi une voie de production des radicaux libres. Celles-ci activent la succino-
déshydrogénase, augmentant ainsi la production d’H,0, (Senft et al. 2002).

Enfin, nous pouvons donner I’exemple de médicaments ou de toxiques qui mettent en
route la voie métabolique de 1’acide arachidonique, en activant la lipo-oxygénase et la cyclo-
oxygénase.

Le mécanisme d’action d’anti-inflammatoires non-stéroidiens, tels que I’ibuproféne ou
le kétoprofene, est de contrer ce phénomeéne en inhibant la cyclo-oxygénase 3 et le cycle des
prostaglandines.

V1.2.1.8 Causes physiques : Radiations ionisantes (UV, Radioactivité)

Ces radiations fournissent suffisamment d’énergie aux molécules touchées (ADN,
protéines, lipides, H,O, etc.) pour arracher des électrons sur leurs couches électroniques
externes, les convertissant en radicaux libres.

V1.3 Les effets du stress oxydant sur les macromolécules biologiques
Bien que nécessaires a de nombreuses voies physiologiques, certains ERO, lorsqu’ils
sont en exces, provoquent des lesions directes sur les molécules biologiques entrainant des
oxydations de I’ADN, des protéines, des lipides et des glucides.
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V1.3.1 Peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique (ou lipoperoxydation) est I’oxydation des acides gras
polyinsaturés ou des liopoprotéines par les radicaux libres. Cette réaction se déroule en trois
étapes comprenant ’initiation la propagation et la terminaison (Gray J, J. American Oil
Chemists’.Society, 1978, 55, 539-546).

Le mécanisme d’oxydation met en jeu le radical hydroxyle, qui va arracher le proton
d’un acide gras et qui se retrouve alors sous forme radicalaire. Afin de combler le manque
d’¢lectron, 1’acide gras radicalaire (radical Alkyle) va réagir avec une molécule de dioxygéne,
formant une espéce réactive de 1’oxygéne le radical peroxyl. Du fait de son instabilité le
radical peroxyl va a son tour réagir avec une autre double liaison, c’est le phénoméne de
propagation radicalaire (voir figure 7). Au cours de cette phase le radical peroxyl lipidique
peut auto-reagir pour former des peroxydes cycliques qui seront rapidement transformeés en
dialdéhyde malonique (MDA).

Cette réaction en chaine se poursuivra jusqu’a ce que deux composés radicalaires
réagissent entre eux pour former des composés non radicalaires (Gray 1978). Cette derniere
phase peut étre catalysée par certains anti-oxydants (Sachdev and Davies 2008).

/ 0 s
. . . - b . . . . :
Lipide insaturé Initiation  © Radical lipidique

/\/W R
ﬁ . -
Lipide peroxydé 00" Radicalperoxyl  50n

Terminaison lipidique

Figure 7: Schéma montrant le phénomene de lipoperoxydation lipidique dans son ensemble.

L’anion superoxyde peut aussi initier une cascade de lipoperoxydations, car il peut étre
réduit en HO, (Halliwell 2006). Cependant, il est a noter que I’anion superoxyde peut aussi
agir en tant que terminateur de chaine de peroxydation, en réagissant avec les lipides
peroxydés pour donner des lipides, suivant la réaction suivante :

LOO® + 05~ + H* - LOOH + 03
(Nelson, Bose, and McCord 1994)

Un apport trop important en SOD, ou une augmentation de son activité serait donc
délétere et conduirait vraisemblablement a une peroxydation lipidique accrue (Kowald,

Lehrach, and Klipp 2006).
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La peroxydation lipidique conduit & la perte de la fluidité, voire a la destruction, des
membranes lipidiques. Par voie indirecte, les protéines et les canaux membranaires sont aussi
touchés. Les lipides visés sont souvent ceux des bicouches membranaires, a savoir les acides
gras polyinsaturés des phospholipides, mais en fait tout acide gras insaturé peut étre touché,
et, plus largement encore, n’importe quelle double liaison. Les lipides oxydés et ou leurs
métabolites se comportent surtout comme des produits toxiques responsables d’altérations et
de dysfonctionnement cellulaires (Young and McEneny 2001).

Les métabolites produits sont variés et peuvent aussi bien étre des alcools, que des
cetones, des alcanes, des aldéhydes ou des éthers. Parmi eux, l’isoprostane et le 4-
hydroxynonénal (4-HNE) (voir figure 8) (Marnett 1999). Ces métabolites sont hautement
toxiques, tant au niveau protéique que cellulaire : il a en effet été prouvé que le MDA, par
exemple, se fixe sur la molécule d’ADN, entrainant un effet mutagéne, tandis que le 4 HNE
est cytotoxique. Cela étant, et malgré son effet délétére, ce dernier composeé intervient dans le
rétrocontrble négatif de la lipoperoxydation en activant le découplage mitochondrial,
réduisant alors la production d’ERO par la mitochondrie et limitant donc le taux de radicaux
libres dans la cellule (Echtay et al. 2003).

HO

0=

Figure 8: 4-hydroxynonénal

Tous les effets négatifs de la lipoperoxydation sont a mettre en balance avec le fait
qu’il a été démontré depuis quelques années que ce phénomene existe dans la cellule normale
et participe au métabolisme basal. A travers ses produits de dégradation, notamment les
aldéhydes, elle participe a divers processus cellulaires, comme la multiplication, la
différentiation, 1’expression des génes (Kumagai et al. 2000) et 1’apoptose des cellules
normales, mais aussi néoplasiques (Barrera, Pizzimenti, and Dianzani 2008).

Les récepteurs aux hormones stéroides, les PPARs (Peroxisome proliferator-activated
receptors), sont des récepteurs nucléaires. lls sont impliqués dans le métabolisme basal des
acides gras et ont un rdle antiprolifératif fondamental en controlant 1’apoptose. Il a été
démontré que le 4-hydroxynonénal (4-HNE) est un ligand de ces récepteurs et qu’il amplifie
leurs effets antitumoraux (Barrera et al. 2008).

Condamner entierement la lipoperoxydation semble donc étre un jugement hatif.
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V1.3.2 Oxydation des protéines
L’oxydation des protéines par les radicaux libres concerne principalement les acides
aminés soufrés, comme la cystéine ou la méthionine, et les acides aminés aromatiques, tels
la tyrosine, la phénylalanine ou le tryptophane, mais elle peut toucher tous les acides
aminés.

Le tableau 1 suivant présente les acides aminés les plus sensibles a 1’oxydation et leurs
principaux produits de réaction :

Tableau 1: Acides aminés et leurs produits d'oxydation.

Acide aminé Produits d’oxydation
Cystéine Disulfides, acides cystéiques
Méthionine Meéthionine sulfoxide, méthionine sulfone
Tyrosine Dityrosine, Nitrotyrosine, Chlorotyrosine, DOPA
Tryptophane Hydroxytryptophane, Nitrotryptophane, Kynurénines
Phénylalanine Hydroxyphénylalanine
Valine, Leucine Hydroperoxydes
Histidine 2-oxo-histidine, Asparagine, Aspartate
Glutamine Acide Oxalique, Acide Pyruvique
Proline Hydroxyproline, Pyrrolidone, Semi-aldéhyde glutamique
Thréonine Acide 2-amino-3-cétobutyrique
Arginine Semi-aldéhyde glutamique, Chloramines
Lysine Semi-aldéhydes, Chloramines
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Les modifications sur les protéines sont majoritairement causées par I’OH" (Garrison
1987; Garrison, Jayko, and Bennett 1962; Holbrook, Martin, and Lockshin 1996; O’Connell,
Baum, and Peters 1986). Ces oxydations dépendent de la disponibilité en oxygéne, en anion
superoxyde, ainsi qu’en sa forme protonée HO,.Elles peuvent conduire a des modifications
structurales, conformationnelles ou fonctionnelles. Différents types de modifications ont été
mis en évidence tels que des oxydations du squelette carboné des polypeptides (Stadtman et
Levine Amino Acids 2003, 25, 207-218), le clivage des liaisons peptides par la voie de
I’amidation et du diamide ((Stadtman et Levine Amino Acids 2003, 25, 207-218), la
carbonylation des protéines au niveau des résidus lysine, proline, thréonine, tyrosine, histidine
((Stadtman et Levine Amino Acids 2003, 25, 207-218), la formation de complexes protéiques
associés via la formation de liaison intra ou inter protéiques au niveau de résidus tyrosine par
exemple ((Stadtman et Levine Amino Acids 2003, 25, 207-218), enfin les acides aminés
aromatiques peuvent étre oxydés par les ERO . (Berlett and Stadtman 1997).

Dans les cellules, ces différents processus oxydatifs peuvent entrainer la perte de
I’activité fonctionnelle des protéines ou méme leur dégradation (Fridovich 1995; Abate et al.
1990). L’oxydation des résidus cystéine est a la base de nombreux mécanismes de
signalisation cellulaire, notamment en ce qui concerne la différenciation et la spécialisation
cellulaires (régulation du facteur de croissance épidermique (EGF) par exemple). Ces résidus
cystéine sont situés sur des tyrosines kinases. Leur état d’oxydation, et donc 1’activation ou
non des tyrosines kinases, est déterminé par des NADPH oxydases (Heppner and van der
Vliet 2016). Or, lorsque les résidus cystéine sont oxydés par les radicaux libres, ’activité des
tyrosines kinases est perturbée, voire annulée, ce qui conduit a un bouleversement du
métabolisme basal et a terme a 1’apparition des cancers. Ce mécanisme est transposable a de
nombreuses autres enzymes (€élastases...)

La cellule possede néanmoins différents systemes qui lui permettent d’éliminer ou de
réparer les protéines endommageées tels que le protéasome, la surexpression des protéines
chaperonnes. Cependant 1’activité du protéasome diminue lors du processus de vieillissement,
impliquant une accumulation des protéines anormales et annoncant des maladies
dégénératives (Alzheimer, cataracte, athérosclérose...)

V1.3.3 Oxydation de la molécule d’ADN

L’acide désoxyribonucléique (ADN), molécule essentielle a la base du phénoméne de
la vie, est tres facilement oxydable (voir figure 9). Cette propriété est a la base du processus
d’évolution, puisque le remplacement de certaines bases azotées par d’autres aboutit parfois a
I’apparition de nouveaux genes, codant pour de nouvelles protéines. Elle est ¢galement a
I’origine de nombreuses pathologies, a court comme a long terme (mutagénese,
carcinogénese), ainsi que du processus de vieillissement.
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Figure 9: Les divers facteurs pouvant générer une oxydation de la molécule d’ADN. Extrait de « La nutrition »
http://www.lanutrition.fr/bien-dans-son-age/vieillissement/radicaux-libres-antioxydants-et-vieillissesment/la-famille-des-
radicaux-libres.html

Comme dans le cas des acides gras, le radical le plus impliqué est le radical hydroxyle,
mais les bases aromatiques et les sucres de I’ADN sont aussi trés sensibles a I’action directe
des radiations UV. Les Iésions sur I’ADN peuvent aussi étre provoquées de maniére indirecte
par les UV via des molécules photosensibilisantes. Suivant les radicaux en cause et les cibles
de ces derniers, une grande diversité de produits d’oxydation est obtenue.

Enfin, les radiations radioactives entrainent des oxydations de la molécule d’ADN a
travers la production d’OH' due a la dissociation des molécules d’eau de 1’organisme.

Dans une cellule, deux types d’ADN peuvent étre touchés par I’oxydation : I’ADN
mitochondrial et I’ADN cellulaire (Bohr, Stevnsner, and de Souza-Pinto 2002).

L’ADN mitochondrial, étant plus proche de la chaine respiratoire mitochondriale et
donc du lieu de production majoritaire des radicaux libres, est le plus concerné par ce
processus. Sa particularité de n’étre pas associé a des histones le rend plus vulnérable encore
aux attaques des radicaux libres. De plus, il a une capacité réparatrice moins importante que
I’ADN nucléaire. L’ ADN mitochondrial compte 2 a 3 fois plus de bases oxydées que I’ADN
nucléaire (Druzhyna, Wilson, and LeDoux 2008).

Les dommages sur I’ADN peuvent étre directs ou indirects (formation d’adduits).
Parmi les Iésions directes, il est a noter que 1’oxydation de I’ADN se fait préférenticllement
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sur les guanines, ces derniéres étant plus facilement oxydables, notamment par le radical
hydroxyle et le peroxynitrite (Jean Cadet et al. 1999).

Le produit d’oxydation majoritaire de la guanine est la 8-0x0-7,8-dihydro-2'-
deoxyguanosine (8-oxodGuo). Or cette base est a I’origine d’un phénomeéne de transversion
génetique, c’est-a-dire de remplacement d’une purine par une pyrimidine, ou a I’inverse d’une
pyrimidine par une purine. 1l en découle un remplacement du couple de bases GC par le
couple AT (ou inversement), entrainant de lourdes conséquences, comme des mutations a
I’origine de cancers. La 8-oxodGu est donc considérée comme pré-mutagénique (Mangal et
al. 2009).

Le radical OH' est aussi capable de s’attaquer aux sucres présents dans la molécule
d’ADN. Il peut en effet former un radical sur le carbone C4’ du désoxyribose. Ce radical
conduit a la rupture de la liaison entre le groupement phosphate et le carbone C3” du sucre. In
fine, cela aboutit a une coupure de la molécule d’ADN.

En ce qui concerne les Iésions indirectes sur la molécule d’ADN, celles-ci résultent de
I’addition de certains métabolites de la lipoperoxydation sur la double hélice d’ADN. lls se
fixent sur les amines. La réaction du composé majoritaire de la peroxydation lipidique, le 4-
HNE (2,3-epoxy-4-HNE), avec la guanine conduit a la formation la edGuo 1,N2-
Ethenodeoxyguanosine). Avec 1’adénosine il peut former 1I’edA (1,N6-deosyadenosine).
Quant a sa réaction avec la cytidine, son produit de réaction est la edC(3,N4-
Ethenodeoxycytidine) (Feng et al. 2003).

Toutes ces lésions mutagénes ont des conséquences graves a long terme sur
I’organisme.

V1.3.4 Conséquences physiopathologiques des dommages sur les cibles biologiques

Dans cette partie, nous nous intéresserons aux effets a long terme du stress oxydant,
c’est-a-dire les conséquences des lésions moléculaires repétées.

V1.3.4.1 Vieillissement

Le vieillissement est une diminution de la capacité d’un organisme & faire face aux
agressions de son environnement, suite a 1’accumulation d’altérations subies au cours du
temps. Les radicaux libres semblent impliqués dans ce processus de vieillissement (Fleming,
Leon, and Miquel 1981; Harman 1981; Harman 1956).

Cet effet est principalement dii aux dommages infligés a ’ADN. La machinerie
cellulaire totalement dévolue a la réparation des lésions ne peut plus assurer la croissance des
cellules et leur prolifération normales.
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De méme, les mitochondries, organites en premiere ligne des effets du stress oxydant,
sous ’effet des dommages infligés & leur ADN, voient leur taux de multiplication chuter
(Bulteau, Szweda, and Friguet 2006).

L’étude d’une maladie extrémement rare, le syndrome de Hutchinson-Gilford, plus
communément appelée Progéria, a permis d’identifier deux enzymes dont la mutation ou
I’absence sont responsables du vieillissement : la glutathion peroxydase et la catalase. Dans
cette maladie, caractérisée par un vieillissement prématuré des patients, ces deux enzymes
sont diminuées, respectivement, de 50 et 30% (Yan et al. 1999). Ces enzymes étant
primordiales pour le maintien de 1’équilibre d’oxydo-réduction, ceci corrobore 1’hypothese
selon laquelle I’excés de radicaux libres est a 1’origine d’un vieillissement prématuré.

Par ailleurs, il a ét¢ démontré que les formes oxydées des protéines s’accumulent avec
I’age, laissant émerger des pathologies dégénératives (Berlett and Stadtman 1997). C’est le
cas par exemple du peptide f-amyloide dans la maladie d’Alzheimer, mais aussi des protéines
des motoneurones dans la sclérose latérale amyotrophique.

V1.3.4.2 Pathologies cardiaques et dégénératives

Une augmentation de la production cellulaire en anion superoxyde a été trés fortement
corrélée avec 1’apparition de maladies cardiovasculaires (athérosclérose, angor, infarctus...)
ainsi qu’avec des pathologies neurodégénératives, comme la maladie de Parkinson ou celle
d’Alzheimer, ou encore la sclérose latérale amyotrophique.

Les complications cardiovasculaires multiples liées au diabete, tant insulino-résistant
qu’insulino-dépendant, comme nous 1’avons vu précédemment, sont aussi dues au stress
oxydant chronique.

Quant a la polyarthrite rhumatoide, c’est une pathologie dont 1’origine
physiopathologique est mal connue, mais dont les Iésions sont dues a une inflammation
chronique du liquide synovial articulaire.

V1.3.4.3 Cancers

Les ERO sont impliqués dans les premiéres étapes de la progression tumorale (Roberts
et al. 2010; Roberts et al. 2010; Hockenberry et al. 2014) et dans I’augmentation du risque de
mutagénese via 1’activation d’oncogeénes ou la répression de genes suppresseurs de tumeurs
(Tanaka et al. 1999).

Des agressions répétées de 1’organisme peuvent entrainer une production d’ERO
supérieure a la capacité des systémes antioxydants. Ce phénoméne sera responsable d’une
augmentation des dommages sur I’ADN. Cette forte augmentation des dommages sur ’ADN
peut étre une source de mutations a 1’origine de I’apparition de cancers.
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Ainsi le stress oxydant est responsable de nombreuses pathologies. L’occurrence de
celles-ci est cependant diminuée de fagon significative grace a 1’action des régulateurs
cellulaires du stress oxydant ou encore de molécules anti-oxydantes.

La principale enzyme de la lutte contre le stress oxydatif est la superoxyde dismutase,
mais comme nous allons le voir dans les deux prochaines sous-parties, elle est secondée par
d’autres enzymes ainsi que par des molécules anti-oxydantes, tant endogeénes qu’exogenes.
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VII. Les régulateurs cellulaires du stress oxydant

Comme nous venons de le voir, les organismes vivants sont soumis a un stress
oxydant intense, qui peut se révéler dramatique s’il n’est pas contrdlé. Il existe donc des
mécanismes de régulation permettant d’en maitriser les effets délétéres.

VI11.1Systemes enzymatiques
Nous verrons ici les principales enzymes permettant de lutter contre le stress oxydant.

VIIL1.1 Les glutathion peroxydases (GPX)

Les glutathion peroxydases (GPX) sont des enzymes qui ont été découvertes en 1957
(Mills 1957). Elles sont formées de quatre sous-unités. Chacune d’entre elles contient une
cystéine dont le soufre du groupement thiol est remplacé par un atome de sélénium : cette
cystéine est donc une sélénocystéine. Selon leur localisation cellulaire on distingue la GPX
cytosolique (Matés and Sanchez-Jiménez 1999), la GPX plasmatique et la GPX membranaire.

La GPX intervient dans un systeme bi-enzymatique, ou, combinée a la glutathion
réductase (GR), et a I’aide du glutathion réduit (GSH) (voir figure 10), elle réduit les
peroxydes (H,O, et ROOH), selon la réaction :

2 GSH + H,0, = GS-SG + 2 H,0,

2 GSH + R-OOH — GS-SG + ROH + H,0,

GS-SG étant le glutathion oxydé. Le mécanisme réactionnel implique la formation d’un pont
disulfure entre deux cystéines du glutathion.
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Figure 10: molécule de glutathion réduit.
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La glutathion réductase réduit alors le glutathion oxydé et de ce fait oxyde le NADPH
en NADP”, selon la réaction suivante :

GS-SG + NADPH + H™=» 2 GSH + NADP

Le rapport GSH/GSSG est un bon indicateur de 1’état d’oxydation dans la cellule.

VII.1.2 La catalase.

Tout comme la glutathion peroxydase, la catalase (CAT) catalyse la dismutation de
1’H,0, pour donner 2 H,O (Glorieux et al. 2015). Pour des concentrations faibles d’H,0,, elle
catalyse également 1’oxydation de donneurs d’électrons, comme 1’éthanol ou divers phénols
(Percy 1984).

Mais il semblerait que la CAT soit plus active pour des concentrations €levées en
H,0, (c’est-a-dire supérieures & 10°M). Elle catalyse la réaction suivante :
2H,0, = O, +2H,0

Cette protéine est composée de quatre chaines polypeptidiques d’environ 500 acides
aminés portant chacun un groupement héminique, qui constituent les sites actifs de la CAT.

Présente dans tous les organismes aérobies, elle se localise principalement dans le
peroxysome pour I’isoforme A et dans le cytosol pour I’isoforme T. Cependant, elle a aussi
été retrouvée associée a la membrane plasmatique des érythrocytes (Percy 1984).

Le mécanisme réactionnel met en jeu le fer (111) de chaque groupement héminique.
Celui-ci permet la rupture hétérolytique de la liaison entre les deux atomes d’oxygeéne de
I’H,0,. Au cours de cette réaction le Fer 111 est oxydé en Fer (IV)=0 (1), puissant oxydant qui
va dans une seconde étape oxyder une deuxiéme molécule d’H,0, pour donner une molécule
d’eau et une molécule de dioxygene (2):

H,0, + Fe(I11)-CAT — H,0 +O=Fe(IV)-CAT (1)

H,0, + O=Fe(IV)-CAT — O, + Fe(111)-CAT +H,0 (2)

VIIL.1.3 Les thiorédoxines

Les thiorédoxines sont des enzymes qui réduisent les ponts disulfures. Une fois
oxydees a leur tour, elles sont régénerées par la thiorédoxine réductase. Ces thiol-réductases
ubiquitaires ont été¢ hautement conservées dans 1’évolution.

Elles peuvent étre inhibées par la thioredoxin-interacting protein (Txnip). Cette
derniére peut étre activée en cas d’hyperglycémie par exemple : une cascade signalétique
impliquant la p38 MAP kinase induit 1’expression de Txnip, qui inhibe alors 1’activité de la
thiorédoxine. L’équilibre redox est rompu et on voit apparaitre un stress oxydant (Schulze et
al. 2004).
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VI11.2 Le systeme antioxydant non enzymatique

Le liquide extra-cellulaire est pauvre en enzymes. La défense contre le stress oxydant
repose donc dans ce compartiment sur de petites molécules qui vont neutraliser les radicaux
libres en réagissant directement avec eux. Les plus actives sont les vitamines C et E. Il en
existe d’autres - tels que le glutathion, 1’acide urique, 1’albumine, la transferrine, la
céruloplasmine etc. que nous ne présenterons pas -

VIl.2.1 La vitamine E

La vitamine E (voir figure 11), ou o-tocophérol, est le principal antioxydant
membranaire : fixée aux membranes lipidiques, elle a pour réle de stopper les réactions en
chaine de lipoperoxydation. Elle est alors elle-méme oxydée, mais sa réactivité est bien
moindre, ce qui permet aux systemes antioxydants de la réduire.

HO

Figure 11: vitamine E.

Il est décrit que les concentrations de vitamines E et C sont corrélées de maniére
inverse au risque d’angor (ou angine de poitrine). Il est donc conseillé aux patients présentant
un fort risque de maladie coronaire de suivre un régime diététique riche en vitamine E
(Cornejo-Garcia et al. 2006).

VI1.2.2 La vitamine C

La vitamine C (voir figure 12), ou acide ascorbique, ainsi appelée car elle est utilisée
en traitement contre le scorbut, est un agent antioxydant majeur.

Elle est hydrophile, thermosensible et photolabile.

HO OH

HO
OH

Figure 12: Vitamine C.
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Cofacteur essentiel a de nombreuses réactions enzymatiques, elle a également la
capacité de s’oxyder extrémement rapidement au contact des radicaux libres. Elle peut aussi
régénérer la vitamine E oxydée dans les lipides membranaires et joue donc un réle trés
important dans 1’inhibition de la propagation de la peroxydation lipidique.

Une fois oxydee, elle peut étre régénérée par la glutathion peroxydase, qui utilise alors
le GSH pour la réduire a nouveau.

Gréce a ses propriétés, il a été prouvé que la vitamine C exerce un effet protecteur
contre les cancers de I’cesophage, de la cavité buccale, de I’estomac et du pancréas. Elle
protégerait aussi des cancers du col de I’utérus, du rectum, du sein et du poumon (Cornejo-
Garcia et al. 2006).

Il est cependant a noter qu’en présence de cuivre ou de fer, elle favorise la formation
de radical hydroxyle et a donc un effet pro-oxydant.

VIII. Molécules antioxydantes exogenes.

Les régulateurs cellulaires du stress oxydatif sont I’ensemble des molécules permettant
de conserver 1’équilibre oxydatif de I’organisme, en luttant contre les pro-oxydants.

Ces molécules peuvent étre endogénes ou exogenes. Parmi ces derniéres, les
flavonoides, les tanins, mais encore le B-carotene etc.

VIl Tanins et flavonoides

Le terme de tanins qualifie toute substance d’origine végétale ou minérale ayant la
propriété de transformer la peau fraiche en un matériau imputrescible, le cuir (Bruneton n.d.).
Cette propriété est liée a la création de liaisons hydrophobes et hydrogénes entre les tanins et
les fibres de collagéne de la peau.

IIs sont définis comme des polyphénols de masse moléculaire allant de 500 Da jusqu’a
20 000 Da (Hagerman, 2002). Selon leur structure, ils sont genéralement classés en deux
groupes: les tanins hydrolysables (groupe principalement responsable des effets toxiques
pouvant apparaitre lors de la consommation de certaines plantes) et les tanins condensés (ils
ne traversent pas la barriére intestinale, ils sont donc beaucoup moins toxiques que les tanins
hydrolysables) (Mueller-Harvey 2006).

La propriété majeure de ces molécules est celle d’étre antioxydantes (Pietta 2000). Le
mode d’action le plus communément admis est & rechercher dans leur structure : les
nombreux cycles insaturés sont capables de capturer les radicaux libres.

La grande famille des polyphénols s’étend de molécules simples, comme les acides
phenoliques, aux molécules hautement polymeérisées, comme les tanins. Cependant, la
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structure biochimique des tanins comprend au moins un noyau aromatique et un ou plusieurs
groupements phenoliques (voir figure 13).

Figure 13: Structure chimique de base des flavonoides.

Les flavonoides sont des polyphénols de faible poids moléculaire, regroupés sous une
vaste famille chimique. lls sont présents dans tout le régne végétal et sont des métabolites
secondaires responsables de propriétés biologiques tres diverses. Les flavonols et les
dihydroflavonols seraient tres présents chez les Fabacées. Les glycosylations présentes sur ces
composés les rendent hydrophiles, permettant ainsi leur adressage dans les organes
périphériques de la plante. Leurs réles vont de la protection contre les rayonnements UV
jusqu’a DPattraction les insectes polinisateurs (coloration des pétales par exemple), en passant
par I’inhibition de certaines enzymes (élastase, phosphodiestérase de I’AMPc, etc) (Bruneton
n.d.; Pietta 2000).

La distribution et le type de flavonoides retrouves varient en fonction de la famille de
plantes.

VIII.2 p-caroténe
Le B-carotene est le dimeére de la vitamine A. Outres ses fonctions anti-oxydantes, il
participe au bon fonctionnement de la vision chez les animaux et fait partie des pigments
photo-synthétiseurs chez les plantes.
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IX. Les superoxydes dismutases

IX.1 Introduction

Les superoxydes dismutases (SOD) appartiennent a la famille des métallo-enzymes
non-hémiques.

La premiére enzyme de ce genre, la SOD 1, a été isolée en 1939 a partir d’érythrocytes
bovins par Mann et Keilin. Son activité n’a été découverte que 30 ans plus tard (Joe M.
McCord and Fridovich 1969), pourtant son role biologique est primordial, puisqu’il consiste a
détoxifier I’organisme du radical superoxyde (O,"), en catalysant la réaction suivante :

O, +0," + 2H™ = H,O, + O,

I1 existe plusieurs types de SOD, caractérisés par 1’atome de métal situé sur leur site
actif. Il y a la SOD1, qui présente un atome de cuivre et un de zinc, la SOD2 avec son atome
de manganeése et enfin la SOD3 associée au fer. Ces atomes de métal sont essentiels dans la
double réaction d’oxydo-réduction qui permet la dismutation de ’O;".

M™Y* —soD + 0,” — M™ - SOD + O,
M™ —SOD + 0, + 2H* — M™Y* —SOD + H,0,

Cette réaction se produit spontanément dans I’organisme, mais sa vitesse est alors de
seulement de k=10° M™ s™. Grace & la SOD, la vitesse de réaction passe a 108 M s™ en
moyenne. Il est vital que ce radical soit consommé trés rapidement, car bien que relativement
peu réactif, il provoque de dégits dans 1’organisme. Dans les tissus, la concentration de la
SOD est trés élevée (environ 10 M (Tyler 1975)), pour une concentration d’Oy” de 10™* &
10> M (Chance, Sies, and Boveris 1979).

Le peroxyde d’hydrogéne produit est ensuite dégradé en eau et dioxygéne par les
catalases (CAT), avec une constante de vitesse de réaction de k=10’ M™* s, selon la réaction :

2H,0,<»2H,0+0,

Gréace a son activité anti-oxydante majeure, la SOD est donc un élément fondamental
dans la lutte contre le stress oxydatif. C’est pour cette raison qu’elle fait partie des enzymes
les plus conservées du régne vivant. Chaque organisme privilégie cependant le type de SOD -
au fer, au cuivre-zinc ou au manganese- qui correspond le mieux a son milieu de vie (Miller
2012).
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X. La SOD 1 ou CuZnSOD

X.1 Généralités

La SOD1 est une enzyme tres largement conservée au cours de 1’évolution, ce qui
souligne son role fondamental dans la survie des organismes vivants. Elle est majoritairement
présente chez les eucaryotes, les animaux (Bannister, Bannister, and Rotilio 1987) comme
chez les plantes (Corpas et al. 2006; Pan et al. 2001), bien qu’on puisse aussi la retrouver chez
certains procaryotes (Fridovich 1978). Son pH optimal se situe entre 5.5 et 9.5. Elle est
extrémement résistante a des conditions dénaturantes fortes et reste active apres traitement
thermique et dans une gamme étendue de pH (Hart 2006a).

Son gene est codé par le chromosome 21, sur le bras court, au niveau du segment
21922.

X.2 Localisation cellulaire

La SOD1 est présente majoritairement au niveau cytoplasmique mais aussi dans le
noyau, 1’espace inter-membranaire mitochondrial (Bruijn, Miller, and Cleveland 2004) et
méme, chez les mammiferes, dans le compartiment extra-cellulaire (tissus et liquides)
(Marklund 1984).

Elle est exprimée dans toutes les cellules avec une activité plus importante au niveau
du foie, du cerveau, des neurones et des érythrocytes.

X.3 Structure générale

La SOD 1 est une enzyme homodimérique de masse moléculaire 32 000 Da. Les deux
sous-unités sont liées par des interactions au niveau de leurs chaines latérales hydrophobes.
Elles pésent chacune entre 15 et 17 kDa et contiennent un atome de cuivre et un de zinc.

Chaque sous-unité est formée d’une chaine polypeptidique de 215 acides aminés
organisée en feuillets 8 B antiparalléles 3 boucles a.

L’¢étude cristallographique de I’enzyme donne une distance entre les deux atomes de
cuivre de 30 A (Fisher et al. 1991).

Les deux sous-unités ne montrent pas de coopération, puisque des expériences de
monomeérisation de la SOD attestent que les deux monomeéres sont actifs (Banci et al. 1998).

Il est a noter que la SOD 1 possede une liaison intra-sous-unité sous la forme d’un
pont disulfure entre la cystéine 57 et la cystéine 146. Ceci est étonnant du fait de
I’environnement réducteur du cytosol, mais est cependant crucial dans le maintien de la
structure quaternaire de la protéine (Arnesano et al. 2004; Hart 2006b).
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X.3.1 Structure du site actif

Le site actif de la SOD 1 est localisé au fond d’un canal étroit, dont la largeur va de 24
A de bord a bord a la surface externe de ’enzyme, pour diminuer jusqu’a 4 A au fond. Il est
chargeé positivement et situé sur la face externe du tonneau f3, entre les 2 plus grandes boucles.

Les deux sites actifs du dimére sont séparés par une distance de 33.8 A (Tainer et al.
1982).

Les ions cuivre présentent une activité catalytique alors que les ions zinc stabilisent la
molécule. Tous les atomes métalliques ont un degré d’oxydation II. Au sein du site actif d’une
méme sous-unité, les atomes de cuivre et de zinc sont séparés d’une distance de 6.3A et lics
par I’histidine 61 (voir figure 14).

Figure 14: Les atomes de Cu et de Zn sont séparés d’une distance de 6.3A et li¢ par ’histidine 61 (Anzellotti and Farrell
2008).

Le Cu est lié a trois autres histidines selon une géométrie « plan carré » (voir figure
15).
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Figure 15: Géométrie plan-carré du Cuivre et de ses 4 histidines, géométrie tétraédrique distordue du Zinc et de ses 3
histidines (site : http://www2.ulg.ac.be/cord/initiation%20au%20met%200xygene/complmet.html).
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L’atome de zinc est enfoui, tandis que celui de cuivre émerge de 5A2 (voir figure 16).
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Figure 16: Le Zn est enfoui, tandis que le Cu émerge de 5A2 (Shimazaki, Takani, and Yamauchi 2009).

X.3.2 Meécanisme réactionnel

L’étude cristallographique a démontré que la rapidité de 1’activité catalytique de la
CuznSOD dépend du canal du site actif. Ce canal présente un potentiel électrostatique positif
et est constitué d’une quinzaine de résidus constants (ex. : Glu 132, Glu 133, Lys 136, Thr
137, and Arg 143). Cette région facilite la diffusion moléculaire de I’anion superoxyde (Fisher
et al., 1991). De plus, les liaisons hydrogenes responsables de ces propriétés électrostatiques
modifient le potentiel redox de I’enzyme, la rendant spécifique de 1’anion superoxyde. Elles
protégent ainsi I’enzyme de I’inhibition par certaines molécules, comme le phosphate par
exemple (Perry et al. 2010).

Ces mémes propriétés électrostatiques expliquent en partie la fagon dont les mutations
de la SOD entrainent une agrégation de la protéine et la formation de fibrilles.

Durant le mécanisme réactionnel de la SOD1, I’atome de cuivre est successivement
réduit puis ré-oxydé (Abreu and Cabelli 2010). La réaction générale est la suivante :
Cu(11)ZnSOD+0,*— Cu(1)ZnSOD+ 0,”° = oxydation
Cu(1)ZnSOD+0, ¥ +2H*— Cu(11)ZnSOD+H,0, ™! & réduction
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En premier lieu, ’O;" se lie au Cu Il et O, "/Guanidium de I’Arg 141, ce qui a pour
effet de réduire le Cu Il en Cu I. 1l y a alors rupture de la liaison entre le cuivre et I’histidine
61 protonée. L’O, formé est libéré. L’histidine 61, déplacée entre les deux atomes de métal, se
lie 4 nouveau a 1’atome de cuivre, ce qui produit une libération de I’H" qui est immédiatement
fixé par 1’0O,. Enfin, une molécule d’H,O protone 1’0,, aboutissant a la formation d’une
molécule d’H,0; (voir figure 17).

+0, +2H*

@ —> D) o -0, EEEp @@ +H;0,

Figure 17: Mécanisme réactionnel de la SOD.

X.4 LaSOD 2 ou MnSOD
La superoxyde dismutase au manganése, MnSOD, aussi appelée SOD 2, est présente
aussi bien sous forme monomérique, que dimérique ou tétramérique (voir figure 18). Chaque
sous-unité comporte un ion manganése (Mn®"). La distance entre les deux ions manganéses
est de 18 A. On la retrouve chez les procaryotes aussi bien que chez les eucaryotes.

Chez ’'Homme, son gene est situé sur le chromosome 6q25. La protéine codée est un
polypeptide d’environ 200 acides aminés constitué en grande partie d’hélices o, contrairement
a la CuznSOD. Chaque sous-unité pese une vingtaine de kDa (Wagner et al. 1993).

Elle est située dans la matrice et I’espace inter-membranaire mitochondriaux et protége
cet organite du stress oxydant li¢ a I’activité de la chaine respiratoire.
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Figure 18: Monomeres et dimeres de la MnSOD. (a) Structure du monomere (b) Structure du dimere de MnSOD (c) Atome
de zinc entre deux monomeéres (d) Vue de la densité électronique au niveau du site du zinc (Liao et al., 2002).

De récentes études tendent a montrer que la MnSOD serait un tres bon marqueur
pronostique dans le cancer du sein. En effet, I’expression génique de cette enzyme est
profondément altérée des les premiers stades du cancer du sein et différe de celle des stades
tardifs de cette maladie : elle diminue au stade préliminaire puis ré-augmente en fin de
maladie. Une diminution de I’expression de la MnSOD serait de bon augure, quant a la non-
formation de métastases, en diminuant la formation de H,O, intracellulaire.

De plus, il est démontré que la MnSOD joue un r6le dans la prolifération et
I’angiogénese des tumeurs mammaires, a travers 1’activation de voies de signalisation par les
especes réactives de I’oxygene (027, H20,) (Becuwe et al. 2014).

Enfin, nous ajouterons que la vitesse catalytique de cette enzyme est trés importante,

puisqu’elle est d’environ 10° M s & pH physiologique.
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X.5 LaSOD 3 ou FeSOD
La troisieme espéce de SOD posséde un atome de fer sur le site actif de chacune de ses
sous-unités. Elle est généralement dimérique mais parfois monomérique (voir figure 19) et
tres proche de la MnSOD au niveau structurel : elle est trés riche en hélices a, leurs structures
primaires présentent 45 % d’homologie et la distance entre les deux atomes de fer est de 18 A.
Cependant leurs deux atomes de métal (Fer et Manganése) ne sont pas interchangeables.

Figure 19: Structure du monomeére de FeSOD de I’archéobactérie Sulfolobus solfataricus (Ursby et al., 1999).

Elle est codée au niveau du chromosome 6 (Bannister, Bannister, and Rotilio 1987) et
est exprimée dans le compartiment extracellulaire des cellules procaryotes et eucaryotes —
sauf chez ’humain (Li and Yi 2012).

X1l. SOD1 et pathologie

XI1.1 CanceretSOD 1

XI1.1.1 La SOD 1 : une cible pour le traitement du cancer

La SOD 1 protege les cellules des effets délétéres du radical super-oxyde. La
production exacerbée d’O,” du fait d’un métabolisme trés rapide (Somwar et al. 2011)
(Marklund et al. 1982) et la faible activité de la SOD au sein des cellules cancéreuses les
rendent donc plus sensibles a I’inhibition de la SOD que les cellules normales. La SOD est
aussi connue pour son réle dans la croissance et le métabolisme cellulaires, deux éléments
cruciaux dans la survie et le développement des cellules cancéreuses (Che et al. 2016a).
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Un autre mécanisme entre en jeu : au sein de la matrice des mitochondries, organites
centraux du métabolisme de I"oxygéne et de ses dérivés réactifs, la SOD2 joue un role
primordial comme enzyme anti-oxydante. Or, cette derniére est régulée par la désacétylase
SIRT3, qui voit son activité diminuée jusqu’a 87% dans les cancers du sein. L’activité de la
SOD?2 subit donc une diminution semblable, d’autant plus qu’intervient aussi une régulation
négative par certains oncogenes (ex. : Ras) (Papa, Manfredi, and Germain 2014).

La concentration d’ERO augmente de fagcon drastique dans les cellules cancéreuses.
Afin de contrer ce phénomene, le taux de SOD1 est augmenté dans les cellules cancéreuses
(dans 70% des cas de cancer du sein). Il y a donc un remplacement de la SOD1 par la SOD2
(Papa et al. 2014). La SOD1 tient un réle central dans la résistance des cellules cancéreuses
contre le stress oxydant mitochondrial tandis que la SOD2 I’assure pour les cellules normales.
Il a ét¢ montré que 1’élévation des ERO est essentielle a la reprogrammation du métabolisme
cellulaire vers la voie de la glycolyse (Papa et al. 2014).

Des essais sur des lymphocytes normaux et tumoraux (Somwar et al. 2011) ont montré
une mortalité ciblée des lymphocytes tumoraux aprés mise en contact avec le 2-
méthoxyoestradiol, un dérivé oestrogénique. Le mécanisme d’action découvert grace a des
micropuces d’ADN révele simplement une inhibition de 1’activité de la SODI, ce qui est
confirmé par la diminution de la production d’H,0, dans la cellule puis par des essais in vitro.
Les cellules normales quiescentes dont 1’intégrit¢é de leur mitochondrie repose
majoritairement sur la SOD2, sont en effet bien moins sensibles a I’inhibition de la SOD.

L’inhibition de la SOD 1 provoque une accumulation de radical superoxyde dans la
cellule et dans la mitochondrie en particulier, entrainant la peroxydation des lipides
membranaires et le relargage du cytochrome C dans le cytoplasme. Cela conduit au
déclanchement de 1’apoptose de la cellule.

Pour conclure, nous pouvons dire qu’il est des lors possible de considérer 1’inhibition
de la SOD 1 comme cible privilégiée dans le traitement de certains cancers. Nous rajouterons
que la SODI1 de la fraction mitochondriale est celle qu’il est le plus judicieux d’essayer
d’inhiber.

X1.1.2 Genése du cancer

Les cellules se multipliant rapidement - les cellules cancéreuses y compris - utilisent
préférentiellement la glycolyse aérobie comme systéme producteur d’énergie plutdt que la
chaine respiratoire mitochondriale. Ce qui signifie que ces cellules sont capables, méme en
présence d’oxygene, de se reprogrammer vers la glycolyse (Lunt and Vander Heiden 2011).

Une étude suggere que la SOD1 serait impliquée dans le mécanisme cellulaire de
répression de la respiration (voir figure 20), grace a son interaction avec deux kinases 1-
gamma (CK1y) homologues, répressives de la respiration, la Yckl1p et la Yck2p. La SOD1 se
fixe a I’extrémité C-terminale des kinases et inhibe leur dégradation par le systeme ubiquitine-
protéasome en dismutant 1’anion superoxyde lysine (Reddi and Culotta 2013). Le peroxyde
d’hydrogeéne promeut alors la stabilit¢ des kinases en modifiant 1’oxydation de certains
résidus.
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En réprimant la respiration, la SOD1 participe ainsi a la cascade signalétique
permettant a la cellule normale de privilégier la glycolyse aérobie et de glisser ensuite vers la
cancérisation (voir figure 20).

y H.,0 Casein Kinase 1y
Glucose =" ZD Stabilization

Respiration

Figure 20: La SOD serait impliquée dans le mécanisme cellulaire de répression de la respiration (Reddi and Culotta, 2013)

La sur-expression de la MnSOD, quant a elle, diminue la carcinogénése, par un effet
protecteur sur les mitochondries (St Clair et al. 2005). Mais elle augmente 1’activité
migratoire des cellules cancéreuses et donc les métastases. Lorsque ’activité de la catalase est
augmentée, la mobilité des cellules revient a la normale, indiquant par-la que ce phénoméne
serait lié a la concentration élevéee de H,0O, (Connor et al. 2007).

X1.1.3 Résistance au Cisplatine

La résistance au cisplatine est une des causes des échecs de la chimiothérapie anti-
canceéreuse.

De nombreuses protéines impliquées dans la réparation de I’ADN, la régulation du
stress oxydant, le transport des molécules exogeénes ou encore 1’apoptose ont été mises en
causes. Parmi elles, la SOD, sur-exprimée dans le cas de cancer ovarien résistant au
cisplatine, semble jouer un role majeur dans la résistance au stress oxydant des cellules
cancéreuses, bien que son rdle n’ait pas encore été déterminé avec précision (Brown et al.
2009).

64



X1.2 Sur-expression de la SOD 1

Une sur-expression de la CuZnSOD a, dans certains cas, des effets bénéfiques. Elle
protége 1’organisme contre un afflux de radicaux libres li¢ par exemple a la radioactivité
(Veldwijk et al. 2009) a la détoxification de médicaments ou de toxiques (Petrache et al.
2008; Wang et al. 2009) a une ischémie (Zaghloul et al. 2014) lors de rétinopathies
diabétiques (Kowluru et al. 2006) ou encore lors d’un stress oxydant, de maniére générale
(Ahmed et al. 2011)

Il est & noter que la SOD au manganése exerce aussi un effet protecteur contre les
radicaux libres (Nagata et al. 2007).

Ces quelques cas mis a part, il a été prouvé que la sur-expression de la SOD1 peut-étre
nocive et conduise a une hypersensibilité au stress oxydant. Des Drosophiles mutantes
exprimant un fort taux de SOD1 meurent lors du processus d’éclosion (Reveillaud et al.
1991). Celles survivant a 1’éclosion montrent une mortalité ¢élevée pendant leur
développement (Orr and Sohal 1993).

La sur-expression de la SODL1 est, de plus, un des dénominateurs communs dans trois
pathologies majeures : la maladie d’Alzheimer, la Sclérose Latérale Amyotrophique et le
syndrome de Down. Il est donc important de comprendre les mécanismes qui sous-tendent
son effet délétere.

Trois mécanismes sont communément admis pour expliquer I’effet négatif d’une sur-
expression de I’activité de la SOD :

- la réaction de la CuZnSOD avec I’H,O, mene a la formation du radical hydroxyle

(Kowald, Lehrach, and Klipp 2006)

- le radical superoxyde peut, du fait de son électron singulet, agir comme terminateur de
chaine de peroxydation lipidique

- lorsque la SOD détoxifie le radical superoxyde, elle oscille entre un état oxydé et un
état réduit. A des niveaux d’anions superoxydes faibles, les intermédiaires réactionnels
peuvent interagir avec d’autres partenaires et augmenter 1’activité réductase de la

SOD. Ce court-circuit du cycle de la SOD peut mener a une augmentation de la

production d’H,0,.

La sur-expression de la SOD1 entraine donc un stress oxydant et la peroxydation des
lipides membranaires par différents mécanismes, ce qui au niveau neuronal par exemple,
aboutit a I’apoptose des neurones (Bar-Peled et al. 1996a).

Ce n’est pas tout : au niveau axonal, en piégeant les radicaux libres necessaires a la

transmission de I’influx nerveux, elle entraine une sous-excitabilité neuronale qui a pour
conséquence une faiblesse musculaire (Yarom et al. 1987a).
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X1.3 SOD et maladie d’Alzheimer :

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 35,6 millions de personnes dans le
monde sont atteintes de démences. Le nombre de nouveaux cas de démences par an est
d'environ 7,7 millions. Plus dramatique encore, le nombre total de personnes atteintes de
démences devrait presque doubler tous les 20 ans. La maladie d'Alzheimer est impliquée dans
60 & 70 % des cas.

En France, 850 000 personnes présentent cette maladie. Deux cent vingt-cinq mille
nouveaux cas sont diagnostiqués chaque année. Les prévisions sont alarmistes, puisqu’en
2020, 1 Frangais de plus de 65 ans sur 4 devrait étre touché par cette maladie. Il s’agit donc
d’un probléme de santé publique majeur.

La maladie d’Alzheimer est une amyloidose, ¢’est-a-dire qu’elle est caractérisée par
une accumulation excessive et anormale de peptides de type amyloide (en cela elle présente
une similitude avec le syndrome de Down) ainsi qu’une hyperphosphorylation de la protéine
tau (t) (Busciglio et al. 1995). Ces deux facteurs provoquent la dégénérescence neuro-
fibrillaire a I’origine de la démence observée dans cette maladie.

Nous ajouterons que les peptides amyloides B contiennent un atome de métal. Ils sont
a ce titre générateurs d’ERO (réaction de Fenton) et participent au stress oxydant et a la
gravité de la maladie.

Plusieurs études suggerent un lien entre la SOD et les peptides B-amyloides de la
maladie d’ Alzheimer.

Tout d’abord il existe une analogie structurale entre la SOD et les plaques B-
amyloides. En effet, ces deux protéines possedent un squelette de feuillets J, un atome
métallique (Fe et/ou Cu) ainsi qu’un acide aminé fortement oxydable (tyrosine ou
tryptophane).

La diminution des agrégats de peptides B-amyloides (Jabeen et al. 2007) est une piste
curative de la maladie. Nous pouvons supposer qu’un inhibiteur de la SOD ayant comme site
actif les feuillets B pourrait inhiber aussi, de fait, la formation des plaques de peptides ou
encore augmenter leur clairance (Bijeire 2006).

Enfin, il a été démontré que le stress oxydant est une cause des changements
intervenant au niveau cérébral chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Gella and
Durany 2009).

Nous conclurons en soulignant le fait que la MnSOD exerce un effet protecteur contre

le stress oxydant mitochondrial, selon un mécanisme qui n’a pas encore été élucidé (Bitner et
al. 2012).
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X1.4 SOD et syndrome de Down

Le syndrome de Down, aussi appelé trisomie 21, est une maladie génétique parmi les
plus fréquentes. Elle concerne une naissance sur mille. Elle est caractérisée par la présence
d’un chromosome surnuméraire, le chromosome 21, qui entraine un retard mental ainsi qu’un
phénotype caractéristique dit « mongoloide » (WHO | Genes and Human Disease n.d.).

On voit apparaitre chez ces personnes un état de stress oxydatif tres marqué. (Pagano
and Castello 2012), conséquence directe de la surexpression de la SOD 1, cette derniere étant
codée au niveau du chromosome 21, plus exactement sur le segment 21g22 (Groner et al.
1990).

L’activité de la SOD est par exemple augmentée de 47 %, celles de la catalase et de la
glutathione réductase de 24.7 % et 49.6 % respectivement, tandis que 1’activité de la
glutathione peroxydase ne varie pas (Garlet et al. 2013). Or, il a été établi qu’un déséquilibre
entre la SOD et la glutathione péroxydase entraine la formation de radicaux libres, par
I’accumulation de peroxyde d’hydrogene, converti ensuite par la réaction de Fenton en radical
hydroxyl (Lott et al. 2006).

Des expériences menées sur des cellules nerveuses de rat (Groner et al. 1990) ont
montré également que le déséquilibre dans la balance oxydants-anti-oxydants s’accompagne
d’une homéostasie du calcium altérée et d’une peroxydation lipidique. Le transport des
amines et par conseéquent des neurotransmetteurs a travers les membranes neuronales s’en
trouvent modifiés, expliquant ainsi les troubles mentaux associés a la maladie (Bar-Peled et
al. 1996b; Zigman and Lott 2007).

Ces résultats ont été corroborés depuis par une meilleure compréhension des
mécanismes impliqués dans la surexpression de la SOD (sujet que nous avons développé au
sous-chapitre « Surexpression de la SOD »).

Par ailleurs la SOD surexprimée interfere avec les radicaux libres nécessaires a
I’excitabilité des jonctions neuro-musculaires ce qui entraine la faiblesse du tonus musculaire
observée (Yarom et al. 1987b).

La peroxydation des lipides membranaires touche aussi les cellules telles que les
érythrocytes, les macrophages ou encore les cellules lymphoides (Capone et al. 2002),
provocant notamment une augmentation du taux de leucémies.

Au niveau cellulaire, des amas de peptides f amyloides sont retrouves, comme dans la
maladie d’Alzheimer. En effet, le chromosome 21 surnuméraire contient aussi le gene codant
pour le précurseur de la protéine amyloide . L’accumulation de plaques amyloides se fait de
fagon progressive tout au long de la vie des malades et est responsable des symptdmes de
déficience mentale se rapprochant de ceux observés dans la maladie d’Alzheimer. Ces deux
maladies étant trés proches (Zigman and Lott 2007), une meilleure compréhension des
phénomeénes physiopathologiques impliqués dans ce syndrome sera donc tres appréciable
(Lott et al. 2006; Lott and Head 2005).
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XI1.5 SOD et Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA)

La sclérose latérale amyotrophique est une maladie se traduisant par une
dégénérescence des moto-neurones évoluant vers la mort de ces derniéres et se manifestant
par une perte de motricité, notamment due a une altération musculaire. L’issue est fatale 3 a 5
ans apres 1’apparition des premiers symptomes.

Elle touche 1,5 personnes par an pour 100000 habitants. Elle concerne
majoritairement les hommes (1,5 hommes pour une femme). Sa prévalence est de 6 personnes
pour 100 000.

Le traitement de fond de la SLA repose sur le riluzole, un anti-glutamatergique, ainsi
que sur la vitamine E, molécule anti-oxydante. Cependant ce traitement n’allonge la durée de
vie que de quelgques mois.

Dans 5 a 10 % des cas, on retrouve une origine géenétique de cette. Enfin, une anomalie
est détectée sur le géne de la SOD1 dans seulement 15 % de I’ensemble des formes
génetiques.

Les mutations potentielles sur le gene de la SOD sont trés nombreuses et hétérogenes :
il en a été découvert plus d’une centaine (Valentine, Doucette, and Zittin Potter 2005). On
retrouve majoritairement le remplacement d’une alanine par une valine sur I’exon 1. D’autres
exons peuvent étre mutés, notamment les exons 2, 4 et 5. Il n’a pas été retrouvé de mutation
sur 1I’exon codant 3 pour le site actif.

Ces mutations ont souvent pour effet une perte du pont disulfure intra-sous-unité qui
déstabilise la protéine.

Malgré I’hétérogénéité de ces mutations, le méme tableau clinique est exprimé.

La mutation sur le géne de la SOD n’entraine pas une perte de fonction de la protéine,
mais au contraire d’un gain de fonction, qui améne une toxicité, selon un mécanisme qui n’a
aujourd’hui pas encore été défini avec certitude, mais qui serait lié a la mauvaise
configuration de la protéine (Nordlund and Oliveberg 2006).

Les SOD mutées peuvent étre divisées en deux groupes :
- le premier dans lequel la liaison a 1’ion cuivre est conservée et la structure de la SOD reste
proche de celle de la SOD normale ;
- le second dans lequel la région touchée par la mutation concerne la région de fixation de
I’ion cuivre ou celle de la boucle du zinc. Le second groupe a donc perdu son ou ses atome-s
de mét-al-aux (Hayward et al. 2002).

De plus, on retrouve trés souvent une desorganisation de la structure de la SOD 1.
L’oxydation de certains résidus histidine du site actif engendre une liaison anormale, voire
une perte de liaison du cuivre ou du zinc (Rakhit et al. 2002).

Ces deux types de mutations entrainent des perturbations de la stabilité de la SOD. Les
mutants SOD présentent en particulier une plus grande susceptibilité a la réduction de la
liaison disulfure entre les cystéines 57 et 146 de chaque monomere et peuvent donc étre plus
facilement déstabilisés sous des conditions cellulaires réductrices, ainsi qu’a pH
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physiologique. Cette dissociation du dimére précede 1’agrégation de la protéine : les
monomeres forment alors des ponts disulfures intermoléculaires (Hart 2006a).

La dégénérescence mitochondriale caractéristique de la SLA est expliquée par la
présence de ces agrégats. En effet ces derniers sont retrouvés dans la matrice des
mitochondries cérébrales (Vijayvergiya et al. 2005).

Ils séquestrent alors des protéines anti-apoptotiques (protéines de choc thermique,
Heat Shock Proteins), notamment la protéine anti-apoptotique Bcl-2, ce qui provoque
I’apoptose des moto-neurones (Pasinelli et al. 2004).

La structure anormale de la SOD ne lui permettant plus d’assurer une activité
catalytique normale, 1’anion superoxyde forme alors le péroxynitrite en présence d’oxyde
nitrique et perturbe les neuro-filaments des moto-neurones, qui s’accumulent de maniére
anormale (Chou, Wang, and Taniguchi 1996). Ce mécanisme participe aussi a la
dégenérescence des motoneurones (Svensson et al. 2006)

Dans une optique thérapeutique, nous pourrions imaginer qu’un inhibiteur de la SOD

empécherait ipso facto la formation des agrégats de SOD responsables des mécanismes
physiopathologiques de la SLA.

XIl.  Pourquoi développer des inhibiteurs de la SOD ?

Il parait évident, au vu des données exposées dans ce chapitre, que I’inhibition de la
SOD dans les cellules cancéreuses est une cible a privilégier dans le traitement contre le
cancer ainsi que dans de nombreuses pathologies mentales (Brown et al. 2009; Papa et al.
2014; Papa, Manfredi, and Germain 2014; Somwar et al. 2011; Che et al. 2016b).

Dans un autre registre, la SOD est impliquée dans les phénomenes de détoxification de
médicaments antiparasitaires, ce qui rend les parasites résistants aux antiparasitaires. C’est le
cas par exemple de I’infestation par Crithidia Fasciculata qui posséde une SOD a Fer (Le
Trant et al. 1983).

Nous pouvons aussi citer I’exemple de Shigella dysenteriae qui échappe a la lyse grace
a ’activation de sa SOD Cu-Zn qui détoxifie le burst oxydatif dans les macrophages (Raja et
al. 2011a).

Il en est de méme pour Candida albicans. Lorsque les levures sont cultivées en
présence d’un antifongique, 1’amphotéricine B, D’inhibition de la SOD entraine une
diminution de la viabilit¢ des levures et une potentialisation de l’effet anti-biofilm de
I’amphotéricine B (De Brucker et al. 2013).

Ceci s’explique par le fait que la SOD participe au phénomene de résistance a
I’antifongique en luttant contre le stress oxydatif.
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L’association thérapeutique entre un antifongique et un inhibiteur de la SOD serait
donc une piste pour le traitement des levures, voire des bactéries résistantes.

Ces différents exemples indiquent clairement que le champ des applications
d’inhibiteurs de la SOD peut étre étendu a de nombreuses autres pathologies. La recherche
d’inhibiteurs de la SOD est ainsi tout a fait pertinente et en accord avec les grands défis
sanitaires de notre temps (Sajesh and McManus 2015; Somwar et al. 2011).

XI1l.  Les inhibiteurs de la SOD

I1 existe treés peu d’inhibiteurs spécifiques connus de la superoxyde dismutase. Deux
causes principales a cela. La premiére est que cette enzyme vitale est présente dans le regne
vivant de facon universelle et que les machineries cellulaires prendraient trop de risque en
synthétisant un inhibiteur de la SOD.

La deuxieme raison tient a des choix humains car jusqu'a une époque récente,
I’inhibition de la SOD n’avait pas été identifiée comme cible pour lutter contre le cancer.

Les molécules activatrices de la SOD ou encore les SOD mimétiques, molécules anti-
oxydantes majeures, font, en revanche, l'objet de recherches approfondies depuis longtemps
déja, en raison de leur potentiel antioxydant majeur.

XI.1 Les inhibiteurs synthétiques

XI.1.1 Inhibiteur synthétique sélectif

Le LCS-1 (Lung Cancer Screen) (voir figure 21) est le seul inhibiteur sélectif de la
CuZnSOD connu. Il s’agit d’un dérivé pyridazine, le 4,5-dichloro-2-(3-méthylphényl)-3(2H)-
pyridazinone, de 255.1 Da. Il a été découvert a la suite du screening de 189.290 molécules et
son activité a été testée sur des modeéles de tumeurs in vitro (Somwar et al. 2011).

Figure 21: Le LCS-1, ou 4,5-dichloro-2-m-tolylpyridazin-3(2H)-one.
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Une activité inhibitrice a été mise en évidence vis-a-vis de la croissance de lignées
d’adénocarcinomes du poumon. Sa concentration inhibitrice 50 (ICsp) a été mesurée a 1.07
MM par Somwar et al. (cf. figure 22). En outre, il a été clairement établi que cette molécule
représente une piste dans le traitement du cancer, en particulier colorectal (Sajesh and
McManus 2015).
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Figure 22: Graphique montrant la détermination de I'lC50 du LCS-1. Elle a été mesurée a 1.07uM (Somwar et al., 2011)

Depuis sa découverte (en 2011) (Somwar et al. 2011) il est utilisé en routine (Papa et
al. 2014; Sajesh and McManus 2015) pour tester I’activité de la superoxyde dismutase.
Cependant, le fait qu’il soit peu soluble dans les solvants polaires et faiblement (10mg/mL)
dans le DMSO légerement chauffé complique son usage.

X111.1.1.1  Mégazole®

Un second inhibiteur spécifique de SOD, inhibant cette fois sur la FeSOD des
trypanosomases, est le Mégazol® (voir figure 23). Il fait partie de la famille des
antiparasitaires imidazoles.

Il est le principal anti-protozoaire utilisé dans la maladie de Chagas, une parasitose due
essentiellement & Trypanosoma brucei et T. cruzi. Son mode d’action consiste a inhiber la
SOD au Fer des parasites, probablement par interaction avec le systeme de liaison a
I’hydrogéne de 1’atome de Fer, entrainant un exces de stress oxydant et la mort des parasites.
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Figure 23: Structure du mégazole®.

Notons qu’un dérivé de phtalamine, utilisé dans le traitement de Trypanosoma cruzi et
contenant un motif imidazole, posséde aussi une activité inhibitrice sur la SOD au fer de ce
parasite (Sdnchez-Moreno et al. 2012).

XI11.1.2 Inhibiteurs synthétiques non sélectifs
1. Inhibiteurs de la SOD par chélation de I’atome de cuivre

Les inhibiteurs non sélectifs de la SOD agissent le plus souvent par chélation de
I’atome de cuivre du site actif de ’enzyme. Ainsi dénaturée, elle ne peut plus catalyser la
dismutation de I’anion superoxyde.

XI1.1.2.1 Diéthyldithiocarbamate

Le diéthyldithiocarbamate (DEDTC) (voir figure 24) est un petit composé de formule
brute NaS,CN(C,Hs),

N/

_/ S hat

Figure 24: Le diéthyldithiocarbamate ou DEDTC.

Il posséde une action chélatrice sur les métaux, grace a son soufre chargé
négativement. Deux molécules de DEDTC sont nécessaires pour chélater un ion métallique
(voir figure 25).

Son action inhibitrice sur la SOD est donc médiée par la chélation du cuivre de la
SOD.
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Figure 25: Chélation d'un atome de zinc par deux DEDTC.

Son ICsp est de 2.5 mM.

Il est également capable d’arracher le fer du cytochrome C, rendant ce dernier
inutilisable comme témoin du test & la xanthine-xanthine-oxydase-cytochrome C (voir
chapitre 1V).

XI111.1.2.2 Triéthylthiocarbamate (TETC)

Le triéthylthiocarbamate (TETC) (voir figure 26) montre une absence de spécificité
vis-a-vis de I’inhibition de la SOD.

Rt
e

Figure 26: Le triéthylthiocarbamate, ou TETC.

XI111.1.2.3 Tétrathiomolybate d’ammonium

Le tétrathiomolybdate d’ammonium ((NH4)2Mo0S,) est une molécule utilisée dans le
traitement de la maladie de Wilson. Elle complexe le cuivre libre de 1’organisme (Brewer et
al. 2006) et agit de méme avec celui du site actif de la SOD (Juarez et al. 2006).

XI1.1.2.4 Complexes de ruthénium

Quarante-quatrieme élément de la classification périodique, le ruthénium est capable
de former de nombreux complexes de coordination, tant avec des bases azotées que des
composés carbonés ou encore des molécules phosphorées. Ces complexes sont trés étudiés en
raison de leurs propriétés photochimiques. lls pourraient- en particulier le chlorure de
tris(bipyridine)ruthénium(ll)-, constituer les cellules photovoltaiques du futur.
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Le mécanisme d’action de I’inhibition de la SOD par des complexes de ruthénium
photo-activable n’a pas encore été élucidé entierement. Cependant il semble qu’il fasse
intervenir, apres liaison d’un complexe avec la SOD, un double transfert d’électron au niveau
du site actif de ’enzyme. Ce transfert entraine un changement de conformation de la SOD et
par voie de conséquence son inhibition (Bijeire et al. 2006).

XI11.2 Les inhibiteurs naturels

XI11.2.1 Les furocoumarines

Les furocoumarines sont des coumarines -molécules possédant deux cycles- (voir
figure 28) sur lesquelles est fixé un cycle furane.

s
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Figure 27: Structure de base d'une coumarine.

Elles se forment par prénylation en C-6 ou C-8 d’une 7-hydroxycoumarine. Leur chef
de file est le psoraléne (voir figure 29), une furocoumarine linéaire.

Figure 28: Le psoraléne.

Ces composés sont moyennement polaires puisque solubles dans les alcools mais aussi
certains solvants organiques (dioxyde d’éthyle et solvants chlorés). Leur extraction peut
entrainer des artefacts en modifiant leur structure primaire, raison pour laquelle il est
préconisé de les extraire par fractionnement sur gel ou encore par chromatographie liquide
semi-préparative.
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Les furocoumarines semblent étre une piste intéressante de recherche d’inhibiteurs de
la SOD, puisque ce sont des composés que les plantes synthétisent aux fins de se défendre des
attaques d’insectes. Les quelques articles traitant du sujet confortent cette hypothése.

Les furocoumarines étant fortement photosensibilisantes, en particulier les
furocoumarines linéaires (bergaptene, psoraléne, xanthitoxine), elles sont peu utilisées en
thérapeutique, si ce n’est dans le cas du traitement du psoriasis, par voie orale ou en
traitement local, associé a une UVA thérapie (Gahalaut et al. 2014).

La photosensibilisation se traduit par une rougeur, un cedeme, voire des phlyctenes sur
la partie anatomique touchée par le suc de la plante contenant. Cette réaction ne se produit
qu’aprés exposition au soleil et les molécules non activées par les photons restent
inoffensives.

Le mécanisme d’action de cette photosensibilisation n’est pas véritablement établi,
mais il semble lié au fait que les furocoumarines ont la capacité de former des cycloadditions
en C-3, C-4, C’4 et C’5 des bases pyrimidiques (thymine, cytosine) de I’ADN. Via ce
mécanisme, elles peuvent s’intercaler entre les bases, ce qui provoque des Iésions de la double
hélice puis la mort de la cellule. Ce mécanisme peut potentiellement entrainer une
cancérisation des cellules.

Des études portant sur 1’extrait hexanique d’écorce de Cinnamomum cassia tendent
cependant a prouver que les furocoumarines, associées au trans-cinnamaldéhyde, possedent
également des propriétés anti-prolifératives ; via une action sur les enzymes du stress oxydant.
Elles seraient capables d’inhiber la catalase, la glutathion peroxydase ainsi que la SOD. Les
cellules ne peuvent alors plus lutter contre la peroxydation de la cardiolipine ni par la suite le
relargage du cytochrome C dans ’espace inter-mitochondrial (Rad et al. 2015).

Un autre mécanisme viendrait de plus renforcer ce premier phénomene : I’activation
de la caspase 8, cette enzyme initiant les stades précoces de I’apoptose (Kianpour Rad et al.
2015; Mujahid et al. 2015).

Parmi les furocoumarines, il a été montré que I’impératorine (voir figure 30) en
particulier posséde une activité anti-SOD. Des études menées sur Shigella dysenteriae, ont
montré qu’en incubant ces entérobactéries avec un extrait aqueux d’Aegle marmelos - un
arbuste épineux de la famille des Rutaceae — non seulement leur virulence diminuait, mais en
plus elles succombaient, victimes du stress oxydant de 1’héte. Des etudes de docking ont bien
identifié I’impératorine comme molécule responsable de cette activité (Raja et al. 2011b).
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Figure 29: L'impératorine.

Ces composés semblent assez prometteurs dans la recherche d’inhibiteurs de la SOD
et plus largement de molécules anti-cancer.

XI11.2.2 Acide aristolochique

Les Aristoloches, appartenant a la famille des Aristolochiaceae, sont des plantes
herbacées, voire des lianes. 1l en existe de nombreuses especes dans le monde (environ 300).

Ces plantes sont peu utilisées en médecine en raison de leur trés forte toxicité rénale
(insuffisances rénales chroniques) ainsi que de leur effet cancérigéne. Néanmoins, la capacité
de I’acide aristolochique dont il est extrait (figure 31) a inhiber la SOD est intéressante.
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Figure 30: L'acide aristolochique.

Elle a été mise en évidence lors de recherches ethnopharmacologiques sur les plantes
utilisées dans le traitement de morsures de serpents venimeux indiens (Samy et al. 2008;
Samy et al. 2011).

Le mécanisme d’action de cette molécule vis-a-vis de la SOD n’a pas encore été
élucide. Il est cependant relativement certain qu’il n’est pas spécifique et agit sur diverses
molécules. On parle d’une « dirty grug ».
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XI111.2.3 Flavonoides

Les flavonoides sont des molécules d’une grande diversité structurale mais dont la
structure de base (voir figure 13) est formée de 3 cycles. Par condensation, ils forment les
tanins.

Les flavonoides sont synthétisés par 1’ensemble du régne végétal, exception faite des
algues, selon des spécificités de famille assez remarquables. Nous pouvons citer quelques
plantes dont les flavonoides présentent un intérét pharmacologique reconnu : 1’écorce
d’orange, la feuille de Ginkgo biloba L., la Passiflore (Passiflora incarnata L.) La liste est
longue et il serait inopportun d’énumérer exhaustivement toutes les plantes contenant des
flavonoides.

Ces molécules sont connues pour leur activité anti-oxydante et leur propension & agir
comme inhibiteurs enzymatiques et sont donc a priori des candidats dans la recherche de
molécules anti-SOD.

Tout comme 1’acide aristolochique, leur action inhibitrice sur la SOD n’est pas

spécifique (Campbell and Kurzer 1993; Wang et al. 1994). Il n’est donc pas intéressant de les
rechercher dans le cadre de ce travail.

XI1.2.4 12-O-tetradecanoylphorbate-12-acétate (TPA)
Le 12-O-tetradecanoylphorbate-12-acétate (TPA) (voir figure 27) fait lui aussi partie

de la famille des inhibiteurs de la SOD non spécifiques, dont le mécanisme d’action est
encore la chélation de I’atome de cuivre du site actif de I’enzyme.
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Figure 31: Le 12-O-tetradecanoylphorbate-12-acétate (TPA).
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C’est un ester de phorbol, isolé a partir de certaines Euphorbiaceae, comme Croton
tiglium.

XI1.2.5 Azoture, Cyanure, H,0O;

Ces petites molécules ont une action différente en fonction du type de SOD
(Goldstone, Liochev, and Fridovich 2006). Les azotures inhibent toutes les SOD, mais a des
degrés différents. L’H,0, quant & lui exerce une inhibition forte sur la FeSOD, une inhibition
lente et irréversible sur la CuZnSOD, mais n’a pas d’action sur la MnSOD. Enfin, le cyanure
se lie de facon irréversible au cuivre de la CuZnSOD, mais pas aux atomes métalliques des
autres SOD.

XI1V. Conclusion

L’étude du stress oxydant n’est pas nouvelle et ses différents mécanismes et acteurs
sont a présent trés bien connus.

La SOD est I’enzyme majoritaire permettant de lutter dans 1’organisme contre les
effets délétéres de ce stress oxydatif.

Cependant, elle peut étre cause de nombreuses pathologies, ou encore aider les cellules
cancéreuses a s’immortaliser.

Une nouvelle voie de recherche s’ouvre désormais avec les inhibiteurs de la SOD. Ces

molécules, peu nombreuses tant a 1’état naturel que synthétique, constituent les chefs de file
potentiels des nouveaux anti-cancéreux.
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CHAPITRE Il : EXTRAITS D’ENDOPHYTES ETUDIES
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Comme nous venons de 1’exposer, la recherche d’inhibiteurs de la SOD représente une
piste de choix dans la lutte contre le cancer et diverses pathologies humaines. Cette recherche
en est encore a ses balbutiements et peu d’inhibiteurs ont été découverts jusqu’a présent.

Nous avons choisi de travailler avec des extraits de substances naturelles issues du
regne végétal, car il s’agit 1a d’une formidable opportunit¢ de découvrir des molécules
possédant des structures originales ou inconnues, renouvelant ainsi I’arsenal thérapeutique a
notre disposition. En effet, la nature est une immense pourvoyeuse de métabolites originaux,
résultat d’une stratégie évolutive vieille de plusieurs millions d’années.

L’émergence de nouvelles maladies, 1’absence de traitement pour certaines
pathologies ainsi que I’apparition de diverses résistances aux thérapies intiment a la
communauté scientifique la nécessité de trouver des molécules innovantes, paradigmes des
classes pharmaceutiques de demain.

Comme nous 1’avons déja écrit, les substances naturelles représentent un immense
réservoir de nouvelles molécules a découvrir. Ces molécules ont, entre autres, la particularité
d’avoir atteint un niveau de complexité tel qu’il est souvent difficile a reproduire en chimie de
synthese. Ceci permet de produire non seulement des précurseurs utiles en chimie de
synthése, mais aussi d’élargir I’horizon des chercheurs en matiére de nouvelles structures. La
nature repousse ainsi les limites de 1’imagination des chimistes de synthése, dont on peut
cependant saluer les progrés réalisés dans ce domaine d’étude.

Les micro-organismes ont prouvé leur intérét en tant que producteurs de molécules
thérapeutiques (production d’antibiotiques, d’antifongiques, etc.) La littérature regorge aussi
d’exemples de champignons endophytes produisant des furocoumarines, famille de composés
contenant 1’Impératorine, molécule inhibitrice de la SOD (Huang et al. 2012; Huang et al.
2012; Fracarolli et al. 2016).

I. Généralités sur les endophytes

Parmi les micro-organismes, les endophytes occupent une place a part. Ce sont des
bactéries ou des champignons microscopiques commensaux des plantes, ¢’est-a-dire qu’ils
vivent dans les plantes, en position intra ou intercellulaire. La plante fournit a son héte les
nutriments et 1’habitat nécessaires a sa survie en échange de ses services, ici la production de
métabolites secondaires d’intérét particulier.

La plupart des plantes hebergent des champignons ou des bactéries endophytes.

Chaque plante peut héberger une ou plusieurs espéces d’endophytes et ces derniers ne sont
pas hotes specifiques (Cohen 2006). lls peuvent coloniser des plantes non seulement de
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diverses familles botaniques, mais encore poussant dans des aires géographiques et
écologiques totalement différentes.

1.1 Mode de colonisation

Les endophytes et les plantes vivent cette relation mutualiste depuis plus de 400
millions d’années (Krings et al. 2007).

Il existe deux types de transmission des endophytes : la transmission verticale et la
transmission horizontale (voir figure 32).
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Figure 32: Cycle reproductif des endophytes : reproduction verticale (a gauche) et reproduction horizontale (a droite) (Site :
https://www.researchgate.net/figure/251565969 _figl_Fig-1-Asexual-and-sexual-lifecycle-of-epichloae-fungal-endophytes).

Dans le premier cas, le cycle de vie des champignons endophytes est lié a celui de la
plante.

Les filaments mycéliens de I’endophyte se développent a I’intérieur des tissus de la
plante hote, y compris dans 1’ovule puis la graine. Ainsi, dans la nouvelle plantule, le

champignon endophyte sera déja présent et sera identique a celui de la plante mére.

Le second cas fait intervenir la production de spores qui ont la particularité d’étre
issues soit d’une mitose (reproduction asexuée) soit d’une méiose (reproduction sexuée).
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Ce qu’il faut souligner, c’est que quel que soit le mode de reproduction, la production
de spores n’endommage généralement pas la plante, contrairement a un champignon
pathogeéne. La spore ainsi produite infecte alors une nouvelle plante (Gillings and Holmes
2013).

1.2 Interaction hote-endophyte

La relation entre I’héte et le micro-organisme dépend de divers facteurs et est regulée
génétiquement a la fois par les deux génomes et par I’environnement (Moricca and Ragazzi
2008).

Il s’agit cependant d’un équilibre trés fin, dans lequel le micro-organisme peut
redevenir pathogéne si le systéme immunitaire de défense de 1’hote vient a faiblir.

L’endophyte influence aussi la plante de maniére directe, en régulant son génome
épigénétiquement. C’est le cas par exemple de la germination de certaines variétés de riz, ou
encore de la reproduction d’Artemisia tridentata (Rodriguez et al. 2009).

1.3 Production de molécules bioactives

Malgré le fait que certains d’entre eux puissent devenir pathogenes dans le cas ou le
terrain s’y préte, ils apportent généralement un avantage évolutif a la plante, en produisant
certaines molécules d’intérét du métabolisme secondaire.

Ces molécules, complexes par définition, peuvent étre des hormones comme 1’auxine
ou les gibbérellines, favorisant de ce fait la croissance des plantes hotes (Waqas et al. 2012).
Les endophytes synthétisent aussi des molécules de défense contre d’autres micro-organismes
(anti-fongiques, antibiotiques), contre divers herbivores (insecticides etc.), des molécules de
résistance au stress environnemental (milieu salin (Waller et al. 2005), hautes températures)
(Redman et al. 2002), diverses enzymes etc. Certaines molécules sont connues pour présenter
aussi des propriétés anti-cancéreuses.

Les endophytes sont aussi impliqués dans la colonisation de nouveaux terrains par les
plantes pionniéres.

La palette des molécules synthétisées par les endophytes est tres large, ce qui est di a
la grande diversité des voies métaboliques dont elles sont issues. Elle comprend les
isoprénoides, des polykétides, des dérivés d’acides aminés, etc. (Tan and Zou 2001). La liste
des molécules qu’ils sont capables de produire s’allonge chaque jour, cependant nous pouvons
aussi citer des molecules de la famille des terpénes, des stéroides, des xanthones, des
chinones, des phénols, des isocoumarines, des benzopyranones, des tétralones, des
cytochalasines et des ennianes.

Ceci est particulierement intéressant pour les plantes médicinales (Weber et al. 2004;
Tejesvi et al. 2008; Aly et al. 2008; Huang et al. 2008; Sappapan et al. 2008). A ce titre, pour
illustrer les enjeux de la présence des endophytes, nous citerons le cas du taxol, anti-
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cancéreux majeur s’il en est. Extrait de 1’écorce de Taxus brevifolia (Wani et al. 1971).
Malgre la découverte de I’un de ses précurseurs, le taxotére, dans les feuilles et rameaux de
Taxus baccata (Bissery et al. 1991), les colits d’extraction et de purification du taxol
demeurent importants. Or, Taxmyces andreana, isolé de Taxus baccata, est un endophyte
producteur de taxol et de diverses taxanes, des dérivés du taxol (Stierle et al. 1995). Gréce a
ces résultats, le taxol peut étre produit en grandes quantités et a un codt (autant financier
qu’environnemental) trés faible.

Il est par ailleurs possible d’induire la production de ces molécules d’intérét dans les
plantes en modifiant les conditions de culture - stress UV, chaleur (Pommerville n.d.)...- ou
encore en ajoutant au milieu de culture certaines substances : les acides valproique et
anacardique, par exemple, qui sont des inhibiteurs des histones acétylases. Leur présence dans
le milieu de culture 1éve la répression sur 1’expression des genes.

Il est aussi possible co-cultiver plusieurs souches d’endophytes sur une méme boite de
Pétri, ou des endophytes et d’autres micro-organismes (bactéries, champignons par exemple).
Ainsi sollicités, les endophytes sont contraints de produire des substances de défense afin de
coloniser au mieux la gélose.

En réalité, les combinaisons possibles sont presque infinies.

Cette grande diversité de métabolites peut étre obtenue en une seule culture, en
quantité tres intéressante et facilement purifiable.

Mais malheureusement, la culture des endophytes revét une difficulté majeure : leur
variabilité.

1. Etude des extraits

Dans ce chapitre, nous avons tenté de résoudre deux problématiques : en premier lieu
celle de la concentration idéale a utiliser lors des tests biologiques de I’activité de la SOD.
Pour cela, nous avons travaillé sur I’ensemble des souches d’endophytes (soit les 197 souches,
extraites a I’acétate d’éthyle et reprises dans le méthanol) et avons réalisé leurs spectres UV-
visibles.

La seconde problématique concernait la reproductibilité des cultures de champignons
endophytes. Pour y répondre, des analyses HPLC-QTOF ont éte realisées sur les six réplicas
de 8 souches de champignons, soit 48 échantillons. Ces 8 souches, extraites a 1’acétate
d’éthyle et reprise dans le méthanol, ont été selectionnees sur la base des résultats obtenus au
chapitre 1V avec le test au pyrogallol sur leur activité supposée sur la SOD.

La figure 33 résume les extraits et analyses effectués :

83



Caractérisation spectrale:
détermination dela
concentration idéale pourles
tests biologiques del'activité

dela SOD Re-cultura ot extraction AcORt
¢as 8 souchas &' inneie, & His
chacuns
Tests chromatographiques
N* souches: 68 73 74 83 8s 181 184 186
Analyse HPLC-QTOF = - -
Chapitre IT): étude d2 1a variabilité o

éas endophytes

> Trés granda vanabilits intra-
souche, Quantité & échantillon [
trop faible : réplicas dotvant &tra

rassemblés, N v
< - B s = B P, z
|‘§- | £ £ £ ! ¥ %
‘ : - ‘
E B - ] B ¢ |3
Analyse UPLC-QTOF-MS® 8 F E 2 3 3
Chapitre TID): recherche de N* souches: 68 73 74 8s 181 184 186

e
e
<

Analyss UPLC-OrbiTrap-DAD- % L

MS/MS (C hapitre I .recher&hede N sictians 7 ¥ A
furocoumarinas par leurs profils
d’absorption UV etde
fragmentaton MSAMS

| | < Idantificationda 4
furocoumarnnes

5
£
[}
=
]
. 83
furocoumarines par levrs profilsde 2z
fragmentation MSE
> Identificationde 2
furocoumarines J

Figure 33: Dans I'encadré rouge: extraits et analyses effectués dans le chapitre I1. Un schéma général est visible en annexe 1.

Lors de ces travaux de thése, nous nous sommes concentrés uniquement sur les
champignons endophytes, laissant de coté les bactéries endophytes.

Toute cette partie a été réalisée a 'UMR 152 Pharma-Dev (Pharmacochimie et
Biologie pour le Développement), dans 1’équipe PEPS (Pharmacognoie, Ethnopharmacologie
et Pathologies du Sud), sous la supervision des docteurs Mohamed Haddad et Marieke

Vansteelandt.

La récolte des plantes a été effectuée a Iquitos (Pérou), le 14 novembre 2013, par Dr.
Mohamed Haddad et Carlos Amasifuen.

Nous sommes pour 1’instant en attente des autorisations supplémentaires nécessaires a
la récolte et ’exploitation des plantes, provenant de la SERFOR (Servicio Nacional Forestal y
de Fauna Silvestre).
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Le délai entre la récolte des plantes et I’isolement des champignons endophytes doit
étre extrémement réduit : il ne doit pas excéder 24 h.

L’isolement a été réalisé au laboratoire PharmaDev’, le 15 novembre 2013, par les Dr.
Mohamed Haddad et Marieke Vansteelandt.

Le protocole d’isolement est le suivant : aprés un nettoyage a 1’eau, les feuilles ou les
fragments de racines sélectionnés sont traités a 1’é¢thanol (95 %) pendant une minute. Un
troisieéme nettoyage est fait a I’eau de Javel (NaOCI) pendant 30 secondes. Pendant la minute
suivante, les feuilles et fragments de racines sont plongés a nouveau dans I’éthanol a 95 %.
Enfin, ils sont rincés dans de 1’eau distillée stérilisée.

Pour I’isolement proprement dit, les fragments végétaux nettoyés de tout pathogene
sont déposés a la surface de la gélose d’une boite de Pétri et mis en culture en étuve (28 °C)
jusqu’a ’apparition de filaments mycéliens. Ces filaments sortent des fragments de plantes et
colonisent peu a peu I’ensemble de la gélose.

Etant donné que plusieurs endophytes peuvent coloniser une méme plante et un méme
fragment de plante, plusieurs endophytes sont présents, apres culture, sur la méme gélose. Il
s’agit donc sans tarder de repiquer chaque souche sur une nouvelle boite de Pétri.

La différenciation entre les souches est effectuée a I’ceil nu, en les comparant
morphologiquement.

La majorité des souches isolées ont ensuite été identifiées par la méthode de
séquencage des ITS (Internal Transcribed Spacer). Les ITS sont des éléments cistron du
génome ribosomal présents chez une trés grande quantité de champignons et présentant une
variation trés spécifique, que ce soit en inter ou en intra-especes. Ils permettent ainsi une
identification fine des souches. De plus, les ITS sont aisément amplifiables par PCR
(Polymerase Chain reaction), rendant le test trés sensible (Schoch et al. 2012).

Malgré tous ces avantages, le séquengage des ITS n’a pas permis I’identification de
I’ensemble des souches. Certaines, comme celles de Fusarium ont été identifiées a 1’aide
d’autres marqueurs, tels que les TEF (Translation Elongation Factor 1-alpha) par exemple.

L’identification par séquengage des ITS met en ceuvre une extraction de I’ADN, puis
une amplification des ITS par PCR, qui ont été réalisées au laboratoire PharmaDev’.

Les échantillons ont ensuite été envoyés a Eurofins pour proceder au séquencgage
proprement dit. Enfin, les séquences ont éte comparées avec des banques de données, comme
GenBank par exemple.
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1.1 Caractérisation spectrale des extraits

11.1.1 Chromatographie sur couche mince des 197 souches

En premier lieu, la caractérisation des extraits a débuté par la réalisation de
Chromatographies sur Couche Mince (CCM) sur les 197 échantillons d’endophytes destinés
au screening rapide de D’activit¢é SOD, afin de permettre la mise en évidence certaines
molécules redondantes dans les échantillons. Le but était aussi de déterminer un profil associé
a une activité de 1’échantillon sur la SOD (voir figure 34).

Sur les plaques révélées a 254 nm (voir annexe 1), les composés migrent peu, ce qui
semble indiquer que la phase mobile (chloroforme/méthanol, 95/5) n’est pas assez polaire.
Pourtant, les essais avec un pourcentage de méthanol plus élevé (95/10) montrent que ce
mélange est idéal (voir chapitre V, Matériel et Méthode).

Figure 34: Exemple de CCM obtenue aprés migration des extraits d'endophytes. De gauche a droite: visualisation de la CCM
a 254 nm, a 366 nm puis en lumiére visible, apres pulvérisation de vanilline sulfurique.

Les profils obtenus montrent une trés grande variabilité entre les différents extraits :
nous observons qu’il n’y a majoritairement pas de redondance des profils CCM a I’intérieur
d’un méme genre.

Il est cependant possible de trouver des exceptions et des similitudes entre les profils
de certains extraits d’un méme genre. Ceci est le cas pour les souches 239 et 240 (voir annexe
I1), appartenant toutes les deux au genre Sordario.

11.1.2 Spectre UV-Visible

Afin de déterminer la concentration maximale a laquelle ’activité sur la SOD des
extraits peut étre testée sans saturer le spectrométre UV-visible a 320 nm, un spectre UV-
visible est réalisé sur les extraits a différentes concentrations.
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Les spectres d’absorbance obtenus montrent que les extraits absorbent a des longueurs
d’ondes et selon des intensités différentes, attestant de la présence d’une grande diversité de
pigments, en concentrations variables. Certains sont trés colorés et absorbent fortement & 320
nm.

Pour déterminer 1’activité sur la SOD, il faut tester tous les échantillons a la méme
concentration. Cette derniere doit étre la plus forte possible, afin de détecter des molécules
trés minoritaires. Il faut aussi prendre en compte le fait que peu de masse d’extrait est
disponible et qu’il faut donc 1’économiser.

Il a donc été décidé de tester I’activité SOD des échantillons a une concentration finale
de 40 pg/mL. Cependant, comme nous le verrons au chapitre IV, les résultats des tests
biologiques nous ont poussés a nous adapter et a tester d’autres concentrations pour ces
extraits.

I1.2 Variabilité des cultures

Un des problémes majeurs de la culture des endophytes est que les métabolites
produits varient au fur et a mesure des repiquages et des différentes cultures, tant au point de
vue de leur quantité que de leur qualité (Simon, Meunier, and Riviére 1970).

Cette baisse de rendement peut étre inversée en ajoutant au milieu de culture un extrait
de la plante héte. Ainsi placé dans un environnement « physiologique » convenable pour lui,
I’endophyte peut réactiver les voies de biosynthéses mises en sommeil auparavant. Il est aussi
possible, comme présenté ci-dessus, d’ajouter certaines substances favorisant la production
des métabolites d’intérét.

Le milieu de culture a de toute évidence un impact trés fort sur la production de
métabolites. Par exemple, une plus grande quantité d’extrait sera obtenue sur un milieu solide
par rapport a un milieu liquide. De méme, en fonction de la composition du milieu, la quantité
et la nature des métabolites produits seront différents. Pour chaque production souhaitée, il
s’agit donc de trouver le milieu le mieux adapté pour le micro-organisme a cultiver
(Vandermolen et al. 2013).

Parmi les problémes récurrents rencontrés lors de la production de métabolites par les
organismes endophytes, il existe aussi une variabilité entre les réplicas d’une méme souche et
placés dans les mémes conditions de culture. Ceci est dans doute relié au fait que la
concentration en nutriments du milieu de culture peut légérement différer d’une culture a
I’autre. 1l s’agit donc d’étre extrémement précautionneux au moment de couler les boites de
Pétri, ou de commander a un fournisseur industriel un méme lot standardisé de gélose.
D’autres facteurs peuvent influer les cultures d’endophytes, tels que les échanges gazeux, qui
ne seront pas les mémes si I’étuve est mal ventilée par exemple, ou suivant la position de la
boite de Pétri dans I’étuve. Le nombre de boites de Pétri dans I’étuve doit donc toujours étre
le méme d’un lot de culture a I’autre.
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Nous pouvons illustrer ce probléme a 1’aide de la figure 35 ci-dessous, grace aux
réplicas des 8 souches que nous avons cultivées. Sur chacune de ces six boites de Pétri a été
cultivée la méme souche d’endophyte. Le milieu, la date de la culture et toutes les conditions
expérimentales sont identiques. Cependant il apparait clairement que toutes les cultures ne
sont pas au méme stade de maturité, certaines ayant sporulé et colonise toute la surface de la
gélose tandis que d’autres non. Cette observation est valable pour tous les réplicas des
cultures (voir annexe IlI).

Figure 35: Variabilité des réplicas d'une méme souche.

Cela est aussi Vérifie aprés extraction de ces boites : la figure 36 montre les différences
colorimétriques des extraits obtenus.

Figure 36: Différences de couleurs inter et intra cultivars (extraits bruts au méthanol).
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Nous avons souhaité quantifier cette variation grace a des expériences d’HPLC
complétées par une analyse en composantes principales (ACP).

Nous voyons sur le chromatogramme suivant (voir figure 37) les six réplicas de la
souche 74. Chaque pic est associé a sa masse majoritaire. Comme nous pouvons le constater,
a premiere vue, les profils sont homogénes qualitativement, mais hétérogénes au niveau
quantitatif.

Base peak chromatopram, m/z: 100.0566 - 1200.2458
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Figure 37: Profils HPLC-QTOF des 6 réplicas de la souche 74.

8

Lorsque I’on regarde les profils obtenus sur I’ensemble des réplicas de toutes les
souches, a savoir sur les 6 réplicas des 8 souches, la constatation est la méme (voir figure 38).
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Base peak chromatogram, miz: 100.0566 - 1200.2458
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Figure 38: Profils HPLC-ESI-QTOF de I'ensemble des réplicas des 8 souches. Chaque pic est associé a sa masse majoritaire.

Enfin, les profils chromatographiques LCMS (masses et temps de rétention) obtenus
sur I’ensemble des réplicas de toutes les souches ont été comparés statistiguement a 1’aide du
logiciel SIMCA P14.0 (Umetrics Sweden). L’ ACP résume I’espace de variance d’un jeu de
données. Les données sont disposees en fonction de leurs ressemblances : deux points cote a
cOte seront identiques.

On observe sur cette ACP quatre massifs intéressants (voir figure 39) :

sur les deux premiers, 1 et 1°, nous pouvons constater que les souches (souches 74, 83,

85, 181, 184) ne sont pas groupées, mais alignées. Couplée a I’observation de la

superposition des chromatogrammes LCMS, nous pouvons en conclure que cela est di

a ’hétérogénéité quantitative des souches.

- Le massif numéro 2, centré au milieu de I’ACP, témoigne de la reproductibilité de la
méthode analytique : ces profils, en rouge, sont ceux du pool de I’ensemble des
échantillons (QC). Le fait qu’ils soient tous groupés montre bien que I’ACP atteste
qu’ils sont tous identiques, donc que les profils LC-MS le sont aussi. Leur position
centrale indique simplement que ces échantillons ont des affinités avec tous les
¢chantillons de I’ACP, ce qui est logique.

- Enfin, le massif 3 indique que certains réplicas de certaines souches sont malgré tout
semblables. la technique culturale des endophytes mérite donc d’étre améliorée, mais
reste intéressante pour quelques souches.
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Figure 39: Résultats de I'ACP pour la comparaison des profils LCMS des souches.

Par ailleurs, il est nécessaire de cultiver les souches en grande quantité afin d’obtenir
une quantité exploitable d’extrait, rendant I’exploration de la chimie des endophytes
laborieuse : le rendement de culture est faible, malgré le fait que les extraits soient tres riches
en différents métabolites.

La recherche de nouvelles méthodes de culture, reproductibles et efficaces, est
nécessaire.
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I11. Conclusion

Les endophytes sont une voie d’avenir pour la recherche de nouvelles molécules
biologiques.

Mais ce chapitre montre bien que la culture des endophytes et la préparation des
extraits peut présenter des écueils dans la mesure ou elle montre des problemes de
reproductibilité.

Nous avons dépassé ce probléme en rassemblant les réplicas d’une méme souche pour
I’analyse des données.

Par la suite, il faudrait utiliser des milieux différents, comme des milieux au riz par
exemple, qui sont connus pour entrainer une meilleure reproductibilité des réplicas (Kjer et al.
2010).

La recherche d’inhibiteurs de la SOD a travers les tests colorimétriques devra
s’effectuer a une concentration assez faible, puisque la coloration de certains échantillons est
trés importante et 1’absorbance doit demeurer inférieure a une unité d’absorbance.

Ces étapes préliminaires passées, nous allons présenter les résultats issus des analyses

des échantillons en chromatographie liquide ultra-haute résolution, couplée a de la
spectrométrie de masse haute résolution.
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CHAPITRE 111 : ETUDE DES EXTRAITS EN LC-HRMS
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Introduction

Dans ce chapitre, nous détaillons les expériences menées en spectrométrie de masse
qui nous ont permis de rechercher de nouveaux composés par une approche métabolomique.

Cette approche, préliminaire a 1’extraction et a la purification de molécules, permet de
gagner énormément de temps sur la découverte de nouveaux métabolites bio-actifs. Elle
identifie la présence de ces molécules dans les extraits bruts, en amont de leur extraction et de
leur purification, étapes lourdes et coliteuses en temps et en matériel. Dans un second temps,
une fois les molécules a extraire ciblées, il est plus facile d’orienter le protocole d’isolation.

Pour cela, elle met en ceuvre une méthode chromatographique (ici la LC-HRMS),
permettant d’identifier les molécules présentes dans les extraits, et une étude statistique des
résultats obtenus avec un screening biologique permettant de prédire 1’identité des molécules
potentiellement actives.

Il existe un composeé naturel possédant des propriétés inhibitrices vis-a-vis de la SOD :
I’impératorine (Raja et al. 2011a), une furocoumarine.

Le premier a retenu notre attention, du fait de la capacité de cette famille a étre photo-
activable. Cette propriété est tres intéressante d’un point de vue thérapeutique : elle aide a la
diminution des effets secondaires d’un traitement par exemple anti-cancéreux en permettant
I’activation de la molécule directement sur le site de la tumeur. Or, les effets secondaires des
thérapies anti-cancéreuses sont généralement extrémement lourds, du fait de la tres haute
toxicité des médicaments administrés. Ils sont a I’origine de certains arréts de traitement du
fait de la diminution de la qualité de vie, voire du décés du patient ou de la récidive du cancer.

De ce fait, les molécules ne doivent pas étre actives en absence de lumiére, mais
seulement interagir avec la SOD. Leur activité inhibitrice ne devrait avoir lieu qu’aprés
activation par un flux lumineux.

I1. Analyse en masse

Nous nous sommes donc appliqués a rechercher des composés de la famille des
furocoumarines dans nos extraits d’endophytes. Les échantillons ont été analysés en mode
d’ionisation négatif dans un premier temps. En effet, ce mode étant plus restrictif et plus
adapté pour 1’¢tude des polyphénols, un moins grand nombre de molécules est présent sur le
chromatogramme, ce qui facilite dans un premier temps ’analyse des extraits bruts, trés riches
en composés. Les extraits ont aussi été analysés en mode positif. Les analyses de cette
derniére série de mesures n’ont pas été traitées au cours de ce travail de thése mais feront
I’objet d’une seconde phase de travail, plus approfondie.
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La Figure 400 résume les analyses réalisées au chapitre 111 :
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Figure 40: Dans I’encadré rouge : ensemble des analyses pratiquées en spectrométrie de masse pour le chapitre Il (un
schéma plus grand est visible en annexe 1).

Dans ce chapitre, nous avons travaillé sur les six réplicas des 8 souches d’endophytes
qui présentaient en premiére intention une activité sur la SOD (souches 68, 73, 74, 83, 85,
181, 184 et 186), d’apres le test de screening de 86 souches d’endophytes, effectué avec le test
au pyrogallol et présenté au chapitre IV (voir chapitre IV). Les analyses HPLC du chapitre 11
ont permis de mettre en évidence la trop grande variabilité intra-souche. Devant ces eéléments
(et la faible quantité d’échantillon restante), nous avons décidé d’analyser le pool de tous les
réplicas d’une méme souche.

Ainsi, les pools de leurs 6 réplicas ont été analysés grace au LC-QTOF. Cependant, la
quantité d’échantillons restante apres cette analyse était trop faible pour tester I’ensemble des
pools avec I’OrbiTrap. Seules les souches 73, 181 et 186 ont donc été testées sur ce second
appareil.
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Le tableau 2 suivant présente les différentes stratégies de recherche des
furocoumarines mises en ceuvre dans ce chapitre :

Tableau 2: Les différentes stratégies de recherche des furocoumarines utilisées au chapitre I11.

1% MSF : tous les ions du Recherche des furocoumarines par leurs
stratégie : chromatogramme peuvent se masses exactes et leurs profils de
QTOF fragmenter fragmentation
Détecteur a barrette de diodes Recherche des furocoumarines par leurs
2° (DAD) : spectre UV-visible du pic profils UV-visible
stratégie : chromatographique
OrbiTrap MS/MS : seul I’ion majoritaire du | Recherche des furocoumarines par leurs
pic chromatographique est fragmenté masses exactes et leurs profils de
fragmentation (si I’ion d’intérét est
I’ion majoritaire du pic
chromatographique)

La premiere série d’analyse a donc été réalisée en chromatographie liquide ultra-haute
résolution, couplée a de la spectrométrie de masse haute résolution (LC-HRMS). Gréace a
I’analyseur a temps de vol (TOF, time of flight) quadrupdle (QTOF), nous obtenons les
masses exactes des molécules de nos échantillons, nous permettant d’étre plus précis dans leur
identification. La fragmentation est data-indépendante, tous les ions d’un pic
chromatographique sont donc fragmentés : la fragmentation n’est pas spécifique d’un ion
donné. Nous avons ainsi la possibilité de connaitre le profil de fragmentation de chaque ion
du chromatogramme et ainsi d’objectiver la présence de furocoumarines dans les extraits
étudiés.

Un exemple de séparation est donné figure 41. On remarquera la complexité de ces
extraits bruts.
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XIC (base peak), miz: 9981874 - 1200.40992
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Figure 41: Chromatogramme de I'échantillon 83 obtenu avec le QTof.

Pour la seconde série d’analyses, nous avons étudié a nouveau trois échantillons (les
pools des souches 73, 181 et 184), afin d’identifier des furocoumarines en MS/MS, en
utilisant un OrbiTrap. Ce spectrométre de masse permet de faire de la fragmentation en
MS/MS « data-dépendante » et est couplé avec un détecteur a barrettes de diodes (DAD,
Diode Array Detector). Nous avons ainsi sur ces trois échantillons a la fois le profil UHPLC-
DAD-FTMS-MS/MS de fragmentation de 1’ion majoritaire d’un spectre de masse enregistré
au temps de migration de 1’ion, mais aussi le profil UV associé a ce temps de migration.

Il est a noter que la limitation de cette méthode est que la molécule que nous
recherchons n’est pas forcément la molécule majoritaire du spectre (donc du pic
chromatographique). La fragmentation peut alors ne pas étre celle de la molécule recherchée.

La figure 42 montre le chromatogramme de masse de la souche 184 obtenu avec
I’OrbiTrap et avec les paramétres de MZmine.
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Figure 42: Chromatogramme de la souche 184 obtenu aprés analyse LC/ESI-MS-1’OrbiTrap. Les chiffres indiqués sur les
pics sont les m/z des ions majoritaires du pic chromatographique correspondant.

La figure 43 ci-dessous présente le chromatogramme de la souche 184, associé a la
détection UV, obtenu avec 1’OrbiTrap et visualisé grace a Xcalibur.

C:\Users\\2016-09-23-Alix164 0912316 16:52:14
RT: 0.00 - 18.00
647 gig hL:
1007 2T5ES
TIC M5
200823
0. ot
1508 159 1097 1719 oo
0 L
300000 SEHES
] Tatal Sean
P— PO
22000003 645 A
3 ] ' it
100000] ;oo [
3 l 89 23 285 380 703 765 B85\ 930 1000 1086 1204 1258 1371 1421 1484 1525 1862 88
0 i S a =S £ i B
v LNLILINL ILNLLANLI L0 L Y I O DL B O DR B DR B I |
0 f 2 3 4 56 7 8 50 1t M2 1T 14 15 18 AT 15 19
Time {min}

Figure 43: Chromatogrammes obtenus en LC/ESI-MS de 1’OorbiTrap pour I'échantillon 184, visualisé grace a Xcalibur. En
haut : Chromatogramme de masse, en bas : chromatogramme en détection UV-visible.

On remarque la présence d’une contamination importante dans le blanc au méthanol
(voir figure 44), comprise entre environ 6 et 8.5 minutes. De plus, cette contamination
présente une absorbance forte en UV.
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Figure 44: Chromatogrammes obtenus en LC/ESI-MS 1’OrbiTrap pour le blanc au méthanol, visualisé grace a Xcalibur. On
voit que le massif aux alentours de 6.95 min correspond a une pollution.

1. Résultats : identification de molécules d’intérét

Pour ces travaux sur les endophytes, les données obtenues en spectrométrie de masse
ont pu étre traitées par plusieurs logiciels, en fonction du spectrometre de masse utilisé :

- MZ-MINE et MS-DIAL pour I’alignement des différentes masses des extraits,

- MS-FINDER pour T’identification des molécules a 1’aide de leurs spectres de
fragmentation,

- Xcalibur pour I’identification des molécules gréce a leurs profils UV,

- CFM-id pour la confirmation des identifications a I’aide de la fragmentation in silico,

- GNPS (Global Natural Products Social Molecular Networking) et Cytoscape pour le
réseau moléculaire.
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I11.1 Recherche de furocoumarines par leur fragmentation MSF, obtenue par le QTOF

111.1.1 Alignement des pics obtenus

Il est tres difficile, une fois les échantillons analysés en spectrométrie de masse,
d’organiser les données afin de pouvoir les étudier en métabolomique. Pour cela, deux
logiciels libres ont été utilisés : MZmine et MS-DIAL.

111.1.1.1 Par MZmine

MZmine est un logiciel téléchargeable gratuitement (http://mzmine.github.io/).

Gréace au traitement des données par ce logiciel, il est possible d’obtenir 1’alignement
des chromatogrammes de plusieurs échantillons. Une liste de pics est ainsi créée, comprenant
toutes les molécules des échantillons, avec leurs abondances relatives dans chaque échantillon
et le blanc. MZmine n’utilise pas les données de fragmentation et se base uniquement sur la
masse exacte, contrairement & MS-DIAL, pour réaliser la liste de pics.

La liste de pics issue de I’analyse des 8 souches d’endophytes compte 731 couples
m/z/RT, ayant un rapport m/z s’étendant de 100 a 1187 Da.

Les données ont été croisées avec celles de bases de données comme le Dictionnary of
Natural Products, ce qui a permis d’identifier a priori 14 structures compatibles avec des
furocoumarines (liste en annexe V). Cependant, plusieurs molécules pouvant avoir des poids
moléculaires identiques (ions isobares) ou étre des isomeres, une confirmation ou infirmation
de la structure des molécules a I’aide de la fragmentation MS/MS est nécessaire : nous avons
alors utilisé MS-DIAL et MS-FINDER.

111.1.1.2 MS-DIAL

MS-DIAL est un logiciel libre permettant I’analyse des données acquises en
spectrométrie de masse. 1l fonctionne selon un algorithme de déconvolution des spectres de
masse permettant d’associer mathématiquement les fragments des ions produits en MSE aux
ions parents dont ils sont issus : on obtient alors les spectres de masse des molécules, associés
a leur fragmentation. Il devient des lors possible de prédire les formules chimiques des
molécules a analyser avec certitude et de différencier plusieurs isoméres.

A la différence de MZmine, la grande majorité des parametres est intégrée par défaut
dans MS-DIAL. Ainsi, les deux logiciels sont complémentaires.

La figure 45 présente I’interface de MS-DIAL. Comme nous pouvons le voir, ce

logiciel aligne les différentes masses de tous les échantillons et leur associe les spectres de
masse de I’1on principal et sa fragmentation en MS/MS.
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Figure 45: Alignement des différentes masses de tous les échantillons par MS Dial. Le chromatogramme et le spectre de la
molécule colorée en rouge se situent respectivement en haut et a gauche de I'écran. A droite, le spectre MS/MS de ce méme

ion est représenté.

En guise d’exemple, nous voyons sur la figure 46 le spectre de masse du patern
isotopique théorique de la 5-Methyl-4H-furo[2,3-b][1]benzopyran-4-one donné par MS-

DIAL :

MS1 spectrum
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T
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Figure 46: Spectre de masse du massif isotopique de la 5-Methyl-4H-furo[2,3-b][1]benzopyran-4-one.

MS-DIAL produit donc une liste de pics, tout comme MZmine. En 1’occurrence, 724
molécules ont été trouvées dans les 8 échantillons. Afin de procéder aux identifications de ces
molécules, MS-FINDER est utilisé. Ces identifications se basent sur le calcul de la formule

brute de la molécule, gréce a la masse exacte et au massif isotopique.
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111.1.2 Vérification des identifications grace & la fragmentation MSF

111.1.2.1 Par MS-FINDER

MS-FINDER est un logiciel permettant la prédiction de formules chimiques et
I’élucidation de structures chimiques a partir des spectres de masse (ratio isotopiques des
ions) et de fragmentation importés de MS-DIAL. 1l se fie pour cela & la chémo- et la bio-
informatique (Wang et al. 2016), c’est-a-dire qu’il compare les fragmentations des molécules
a une fragmentation in silico (Tsugawa et al. 2016).

Sur la figure 47 il est possible de voir en bleu le spectre de fragmentation expérimental
d’une molécule, ici la 5-Methyl-4H-furo[2,3-b][1]benzopyran-4-one et le spectre de

fragmentation in silico, en rouge.

Experimental MS/MS vs. In silico MS/MS Actual MS/MS
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Figure 47: Spectres de fragmentation expérimental (en bleu) et in silico (en rouge) de la 5-Methyl-4H-furo[2,3-
b][1]benzopyran-4-one.

Un coefficient de similitude, appelé le « total score » est attribué a la molécule. Il varie
de 1 a 10. Plus ce coefficient est élevé, plus les deux profils de fragmentation concordent et
donc plus la molécule a de chances d’étre celle annoncée.

De plus, MS-FINDER compare les spectres expérimentaux de fragmentation avec
ceux de bases de données comme PubChem par exemple. Il classifie ensuite les structures
trouvées en fonction de leur différence de masse par rapport a la masse exacte expérimentale
et calcule une répartition isotopique théorique.
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La liste de pics obtenue par MS-DIAL est donc travaillée par MS-FINDER. Sur les
724 molécules trouvées par MS-DIAL, MS-FINDER en a identifié 76 (voir annexe V)).
Cependant, ces identifications sont faites d’aprés des bases de données généralistes, ces 76
molécules ne sont donc pas toutes des furocoumarines. Ces dernieres ont été recherchées
specifiquement parmi les 76 identifications et deux structures semblent étre des
furocoumarines.

Aucune des furocoumarines identifiées par MS-FINDER d’aprés leur masse et leur
fragmentation ne correspond a celles identifiées par MZmine. Cela peut étre di au fait que la
base de données utilisée dans ces deux logiciels n’est pas la méme, ou encore li¢ a la
différence d’algorithme de détection des pics des deux logiciels.

Seules deux structures furocoumariniques (tableau 3 et figures 48 et 49) ont pour
I’instant été retenues :

Tableau 3: Identifications de furocoumarines par MS-FINDER, aprés analyse au QTOF.

Identification Total Formule Masse M-H Fragments Fragments Source
score brute exacte expérimentaux | théoriques | biologique

(littérature)

5-Methyl-4H-furo[2,3- | 5.7426 C12HgO3 200.0473 199.0396 199.0395 199.0395 Retrouvé
b][1]benzopyran-4- 183.0449 183.0449 dans
one 173.0602 173.0602 | Bothriocline

155.0504 lax

Déhydropachyrrhizone | 8.3411 CyH120; | 364.058305 | 363.0505 363.0492 363.0492 Retrouvé
335.0555 335.0555 dans les

259.1158 graines de
189.0769 Pachyrrhizus

112.9863 erosus

CHs 0

| A\

0 0]

Figure 48: Formule développée
de la 5-Methyl-4H-furo[2,3-
b][1]benzopyran-4-one

Figure 49: Formule développée de la
déhydropachyrrhizone

Les spectres de masse et de fragmentation de ces deux molécules sont visibles en

annexe V.
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Les identifications de ces furocoumarines sont faites par MS-FINDER en fonction de
la masse exacte de la molécule et du « total score », c’est-a-dire des spectres de fragmentation
expérimentaux comparés aux spectres de fragmentation in silico.

Les spectres de fragmentation expérimental et in silico de la 5-Methyl-4H-furo[2,3-
b][1]benzopyran-4-one sont présentés figure 50. Le total score de 5.7426, signant une
concordance acceptable des spectres.

Experimental MS/MS vs. In silico MS/MS Actual MS/MS
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Figure 50: Spectres de fragmentation expérimental (en bleu) et in silico (en rouge) de la 5-Methyl-4H-furo[2,3-
b][1]benzopyran-4-one, donnés par MS-FINDER. Le total score est de 5.7426.

Il est possible de vérifier ces identifications en se basant sur les pertes de masse des
molécules. En ESI négatif, les furocoumarines n’ont pas de fragmentation spécifique, elles ont
des pertes de masses neutres, comme des -CO, des H,O ou des CO,.

La figure 51 suivante présente les pertes de masses expérimentales de la molécule
identifiée comme étant la 5-Methyl-4H-furo[2,3-b][1]benzopyran-4-one :
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Figure 51: Perte de fragments de la 5-Methyl-4H-furo[2,3-b][1]benzopyran-4-one.

La 5-Methyl-4H-furo[2,3-b][1]benzopyran-4-one subit deux fragmentations. Elle perd
a la fois un fragment de 43.9891 Da (199.0395-155.0504=43.9891), correspondant a une perte
de CO,, et un fragment de 27.9945 Da (183.0449-155.0504= 27.9945), correspondant a une
perte de CO. Cette perte de masse est cohérente de celle que pourrait avoir une
furocoumarine.

La méme démarche a été effectuée pour la déhydropachyrrhizone.

Les spectres de fragmentation expérimental et in silico de la déhydropachyrrhizone
sont présentés figure 52. Le total score de 8.3411, tres élevé, signifie que la concordance entre
ces deux spectres est pratiqguement parfaite.
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Experimental MS/MS vs. In silico MS/MS Actual MS/MS
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Figure 52: Spectres de fragmentation expérimental (en bleu) et in silico (en rouge) de la déhydropachyrrhizone,
donnés par MS-FINDER. Le total score est de 8.3411.

La figure 53 suivante présente les pertes de masses expérimentales de la molécule
identifiée comme étant la déhydropachyrrhizone :
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Figure 53: Perte de fragments de la déhydropachyrrhizone.
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La perte de masse de cette molecule est de 27.9947 Da (363.0502-335.0555=27.9947),
soit la masse d’un CO. Il est donc correct d’accepter cette structure comme étant la
déhydropachyrrhizone.

En conclusion, la fragmentation de ces molécules est compatible avec celle de
furocoumarines.

Nous aurions aussi pu retenir la 9-propionyloxy-furo[3,2-g]Jchromen-7-one ou le 3-
carbethoxypsoralen (spectres en annexes V) en raison de leur structure furocoumarinique et
de leurs «total scores » respectivement égaux a 8.8680 et 7.5458. Mais une autre
identification possible, 1’alternariol (voir figure 54), est proposée. Or, I’alternariol est un
composé présent dans de nombreux champignons endophytes. Il est donc probable que cette
derniere identification soit la bonne.

OH
CH3
OH

HO (0] 6]
Figure 54: Formule développée de I'Alternariol.

Le massif isotopique est bien présent sur le spectre expérimental de 1’alternariol (voir
figure 55).
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Figure 55: Spectre de masse présentant le massif isotopique de 1’alternariol.

La figure 56 présente la comparaison entre la fragmentation expérimentale et la
fragmentation in silico de I’alternariol. Le « total score » est tres élevé et égal a 8.7454.
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Experimental MS/MS vs. In silico MS/MS Actual M5/MS
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Figure 56: Spectres de fragmentation expérimental (en bleu) et in silico (en rouge) de I’ Alternariol.

111.1.2.2 CEM-id

La vérification de I’identification faite par MS-FINDER peut étre complétée par des
logiciels de fragmentation in silico tels que CFM-id (Competitive Fragmentation Modeling
for Metabolite identification) par exemple. Il prédit les spectres de fragmentation obtenus en
ESI-MS (Allen et al. 2014).

Il est accessible et travaille directement en ligne (http://cfmid.wishartlab.com/) sur la
base des codes «InChl» (International Chemical Identifier) Ces codes internationaux
permettent de caractériser la formule développée de molécules.

Les «InChl» de la 5-Methyl-4H-furo[2,3-b][1]benzopyran-4-one et de la
déhydropachyrrhizone, respectivement InChl=1S/C12H803/c1-7-3-2-4-9-10(7)11(13)8-5-6-
14-12(8)15-9/h2-6H,1H3 et InChl=1S/C20H1207/c1-22-20-18-9(2-3-23-18)4-11-17(21)16-
10-5-13-14(26-8-25-13)6-12(10)24-7-15(16)27-19(11)20/h2-6H,7-8H2,1H3, ont été entrés
dans CFM-id. Les spectres de fragmentation in silico qui en sont issus sont présentés ci-
dessous dans les figures 57 et 58 :

108



194.040068

59,876 173,024417

!

145,0244

.LDE}SS

|

135

108,99311 120
[

&
/ B,
89,003288

r
s
67,0189

(=]
i
63.0211023
6%,00328

Hi=—
1
402 JS.DDEB?
,003288

4

:;
f
|

S
‘\\ .
S
|
|
39,02

P~
—m
I
(5] )
H

25,008

AJisuajul aanelay

Figure 57: Spectre de fragmentation de la 5-Methyl-4H-furo[2,3-b][1]benzopyran-4-one obtenu par CFM-id.

Seul le fragment 173 est retrouvé a la fois avec CFMid, MS-FINDER et
expérimentalement. On ne retrouve pas le fragment majoritaire 183 trouvé expérimentalement
et par MS-FINDER avec CFM-id.
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Figure 58: Profil de fragmentation de la déhydropachyrrhizone obtenu par CFM-id.
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La encore, la correspondance entre les fragmentations in silico de MS-FINDER et
CFM-id n’est pas parfaite. Seul le fragment m/z 335, qui correspond a la perte d’un CO, est
retrouveé pour les deux logiciels.

Ces différences ne remettent pas en cause les identifications de MS-FINDER. Elles
soulignent plusieurs points. Le fait que 1’algorithme de fragmentation utilisé n’est pas le
méme entre CFM-id et MS-FINDER entraine des modifications dans les résultats.
L’identification donnée par MS-FINDER est correcte dans 90.4% des cas (Tsugawa et al.
2016), tandis que CFM-id obtient une identification correcte (apres comparaison avec des
bases de données comme KEGG) dans 72 % des cas seulement (Allen et al. 2014).

Il est donc a retenir qu’il est nécessaire d’utiliser plusieurs logiciels de fragmentation
in silico pour avoir une idée plus générale des fragmentations possibles d’une molécule. Dans
le cas présent, et méme si les deux logiciels donnent d’excellents résultats, nous privilégions
ceux de MS-FINDER.

111.1.3 Conclusion

Une premiére série d’identifications de molécules a donc été réalisée avec succes
puisque nous avons trouvé la 5-Methyl-4H-furo[2,3-b][1]benzopyran-4-one et la
déhydropachyrrhizone dans nos extraits.

Il est a noter que ces molécules n’ont encore jamais été décrites dans les champignons
endophytes.

Afin de confirmer ces hypotheses de structures par 1’étude des spectres de ces
molécules, nous avons souhaité utiliser un OrbiTrap équipé d’un détecteur a barrettes de
diodes. Les deux spectrometres de masse étant différents, nous nous demandions aussi si les
molécules détectées avec le QTOF le seraient aussi par I’OrbiTrap.

I11.2 Veérification des identifications grace aux spectres UV, obtenue par I’OrbiTrap

Les furocoumarines peuvent présenter deux profils d’absorption UV caractéristiques :
- de 250 a 300 nm, avec un maximum a 270 nm,
- de 300 a 330 nm, avec un maximum a 311 nm, qui peut se déplacer jusqu’a 320 nm.

Les analyses précédentes ne permettent pas d’obtenir les spectres UV des molécules,
car la mesure de la longueur d’onde est fixée a 254 nm sur cet appareil. Il est donc décidé, de
procéder a une seconde série de mesures sur un spectromeétre de masse (LTQ-Orbitrap XL
ETD) possédant un détecteur DAD et faisant de la fragmentation data-dépendante afin de
réaliser les profils UHPLC-DAD-FTMS-MS/MS.
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Seuls les trois échantillons ont été analysés (le pool des six réplicas des souches 73,
181 et184) car la quantité restante des autres extraits d’endophytes est trop faible

111.2.1 Alignement des pics et identifications potentielles

Les données brutes (.raw) sont téléchargées dans MZmine, puis les pics
chromatographiques des trois échantillons sont alignés et 1617 molécules ont été trouvées.

La liste de pics a été comparée a la liste des furocoumarines, construite d’aprés le
Dictionary of Natural Products.

Vingt-huit molécules ont cette fois été identifiees par MZmine comme des
furocoumarines (voir annexe VI). La encore, MZmine ne se fiant qu’aux données de masse,
nous avons vérifié cette liste d’identifications en utilisant les profils UV et de fragmentation
des profils UHPLC-DAD-FTMS-MS/MS, sachant que seul I’ion majoritaire du pic
chromatographique est fragmenté (fragmentation « data-dépendante »).

111.2.2 Vérification des identifications par profils UV

Dans le méme temps, les données sont entrées dans le logiciel de traitement des
données UV, Xcalibur™ 3.0 qui est un logiciel traitant les données LC-MS obtenues avec des
appareils ThermoScientific™.,

Nous avons recherché les profils UV de chaque molécule identifiée par MZmine. Les
résultats sont donnés en annexe VII.

Quatre furocoumarines semblent avoir été¢ identifiées a 1’aide de ce procédé. Elles sont
présentées dans le tableau 4 ci-dessous :

Tableau 4: Furocoumarines identifiées grace aux expériences menées avec 1’OrbiTrap.

Différence de %
masse correspon
observée dance
entre la masse | avec le
théorique et profil
Nom de la Formule Masse expérimentale | isotopique Spectre Source biologique
molécule brute exacte (Da) (ppm) théorique RT (min) uv (littérature)
Retrouvé dans 1’écorce
Ochrocarpine A | C25H2406 | 420.15729 -7.6 91 2,87 260/318 | d’Ochrocarpos punctatus
Retrouvé dans les racines
d’Esenbeckia grandiflora
C26H20010 | 492.10565 et d’Heracleum
287/314 moellendorffii var.
Moellendorffiline 8,8 90,1 6,7 /329 paucivitatum
Retrouvé dans Clausena
C21H1807 | 366.11034 anisata et Murraya
Anisolactone -0,8 94,5 7,78 270 koenigii
Retrouvé dans Apium
Anhydrorutarétine | C14H1204 | 244.07356 0,6 95,5 7,66 270/308 leptophyllum
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Le tableau 5 suivant montre les formules développées des molécules identifiées, ainsi
que celles de leurs ions associés :

Tableau 5: Formules développées des structures identifiées par UHPLC-DAD-QTOF.

Identité Propositionsde structures chimiques des ions Formule développée de la molécule
observeés
N A° N A0
; 0 o o OH
Ochrocarpine A ~7 7 ~7 7
HO \ ‘ ‘ HO \ ‘ ‘
OY OY
o o
o) e o) o)
07 ™ 0 0 o
AN RN /K X
Moellendorffiline / | ‘ \ / ‘ ‘ \
o / o o / o O/ \ o (|) / \O
|
0 CH;CH @) 0 CH; CHg o
H3C/ 3 3 \CH:} H3C/ \CH3
O_ H3C
/3 -
H,C o
3 o o
Anisolactone #” “CHs 7 Nen
0
= A
0 o) O

Anhydrorutarétine
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Le croisement entre les bases de données et la masse exacte des composés nous laisse
a penser que ces structures sont correctes. Cependant, nous émettons des réserves quant a ces
identifications, dans la mesure ou I’ionisation ESI est particuliérement bien adaptée pour
identifier sélectivement des composés comprenant des fonctions phénol ou acide
carboxylique, voire énol, c’est-a-dire d’une maniére plus générale des molécules possédant
des protons portés par des hétéroatomes (oxygene, azote). Les formes chargées de la
moellendorffiline et de 1’anisolactone présentent une forme possible d'énol conjugué d'ester,
qui est rarement retrouvé dans la littérature.

Le seul moyen permettant de répondre a cette question serait la co-injection d’une
molécule standard.

Toutes ces furocoumarines ont été retrouvée exclusivement dans la souche 181, dont le
génome n’a pas pu étre séquencé et dont nous ne connaissons donc pas le genre. Etant donné
que seules trois souches ont été analysées en OrbiTrap, il est nécessaire de refaire les cultures
et les analyses pour confirmer ces hypotheses quant a la prévalence de certaines molécules
dans la souche 181.

La confirmation de ces résultats par les données de fragmentation MS/MS n’a pas pu
se faire : aucune de ces molécules n’est la molécule majoritaire du pic chromatographique
dont elle est issue. De plus, elles ne sont pas retrouvées dans la liste de pics de la premiere
série d’analyse en MSF : aucune donnée de fragmentation n’est donc accessible pour ces
molécules.

Par ailleurs, cette série de molécules est différente de celle obtenue avec le QTOF,
malgré le fait que les deux appareils utilisés montrent une méme précision dans la
détermination de la masse exacte. Cette différence d’identification a déja été retrouvé dans la
littérature (Glauser et al. 2013). Dans ce document, les performances de deux spectromeétres
de masse, un QTOF et un OrbiTrap, couplés a une UPLC, ont été comparées en termes de
quantité et de qualité de structures identifiées, de différences entre différents échantillons, de
répétabilité et de sensibilité. Bien que les résultats aient été trouvés similaires, il a été
remarqué pour le QTOF une moins grande variabilité analytique et une meilleure précision,
tandis que 1’OrbiTrap démontrait une plus grande sensibilité. Les auteurs ne concluent pas a la
supériorité des résultats d’un appareil sur I’autre mais au contraire que chacune de ces
identifications est valable et utilisable en recherche de métabolites issus de substances
naturelles.

Dans le cas qui nous concerne, il est aussi a noter que les deux expérimentations ont
¢été réalisées a 4 mois d’intervalle, durant lesquels les échantillons ont subi plusieurs cycles de
congélation-décongélation. Certaines molécules ont donc pu étre dégradées et donc ne pas
étre retrouvées dans la liste de pics de 1I’OrbiTrap.

L’ochrocarpine A est une furocoumarine cytotoxique qui a été isolée pour la premiere
fois en 2002 dans 1’écorce d’Ochrocarpos punctatus., une plante originaire de la forét
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tropicale de Madagascar (Chaturvedula, Schilling, and Kingston 2002). Depuis, elle a éeté
retrouvée dans Mammea neurophylla (Dang et al. 2015), et a montré des propriétés inhibitrice
sur la glycation des protéines et de protection contre le vieillissement endothélial (Dang et al.
2014).

La moellendorffiline a été isolée dans les racines d’Esenbeckia grandiflora (une
Rutacéee) et d’Heracleum moellendorffii var. paucivitatum (une Ombellifere) (Wu et al.
1986) ou encore Pleurospermum govanianum (Rao et al. 1995).

L’anisolactone est une furocoumarine qui a été décrite pour la premiere fois dans
Clausena anisata, une plante de la famille des Rutacées (Lakshmi et al. 1984).

L’anhydrorutarétine est retrouvée dans Apium leptophyllum (Ombéllifére) en 1980
(Sharma, Rattan, and Sharma 1980).

Aucune de ces furocoumarines n’a été décrite dans les champignons endophytes
jusqu’a ce jour.

111.3 Réseaux moléculaires : identification potentielle de nouvelles furocoumarines

Le GNPS (https://gnps.ucsd.edu) est une infrastructure en ligne permettant de partager
et traiter les données de MSF simplement en téléchargeant la liste de pics de MS-DIAL.

Le logiciel crée ensuite des réseaux mettant en relation les pics alignés dans MS-DIAL
entre eux. Les réseaux permettent la visualisation des différences et des relations existant
entre les ions vus dans les spectres de masse. On obtient alors des clusters d’ions permettant la
déréplication des métabolites d’intérét présents dans les échantillons.

Chaque point représente une masse et chaque lien entre les points est fonction de la
différence de masse des deux points ainsi que des données de fragmentation MSF. Deux
points dans un méme cluster sont liés entre eux par leurs données de fragmentation et les
molécules associées a ces points auront donc des structures trés proches.

Malgré toutes les avancées possibles grace au GNPS, la visualisation des réseaux
moléculaires n’est pas parfaite. Il faut donc faire intervenir un dernier logiciel, Cytoscape.

Cytoscape est une plateforme permettant de visualiser des réseaux moléculaires du

GNPS de facon tres sophistiquée, en leur attribuant des données comme la différence de
masse entre deux ions. Un exemple est donné ci-dessous (voir figure 59) :
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A =18,011=MM 5 2
Ces deux ions ont donc
une différence de
structure liée 3 la
présence ou I'absence
d'H,0

Figure 59: Exemple de fonctionnement de Cytoscape. Les ions et leurs masses sont associés a un point (en vert) et le réseau
les relie entre eux en fonction de leurs différences de masses et d'autres paramétres tels que le profil de fragmentation. Ici, les
deux ions de 499.325 Da et 517.336 Da ont une différence de masse de 18.011, ce qui correspond a la masse d’une molécule

d’eau. L’ion de 517.336 Da posséde dont un groupement H,O supplémentaire par rapport a I’ion de 499.325 Da. D’autres
parametres interviennent dans la mise en relation de deux ions.

Pour la création de ce réseau, nous avons utilisé la liste de pics de MS-DIAL obtenue
lors de la premiére série d’analyses en UPLC-QTOF-MSE.

Cytoscape prend seulement en compte dans son réseau moléculaire les ions montrant
une ressemblance avec d’autres ions. Ainsi, sur la liste de 724 molécules traitées par le GNPS
puis Cytoscape, seules 227 ont éte inclues dans le réseau.

Il est possible grace a ces réseaux moléculaires d’extrapoler la présence de molécules :
deux molécules d’une méme famille chimique seront dans le méme cluster de points. On peut
ainsi prédire la présence dans un extrait de molécules n’ayant jamais été caractérisées sans
que soient nécessaires une extraction suivie d’une purification, étapes lourdes et colteuses.

La figure 60 montre les réseaux obtenus apres traitement par le GNPS puis Cytoscape
des données de MS-DIAL, obtenues avec le QTOF.
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Figure 60: Réseaux moléculaires obtenus apreés traitement des données du QTOF par Cytoscape. Chaque point représente une
masse et chaque lien entre les points est fonction de la différence de masse des deux points ainsi que des données de
fragmentation MSE.

Les masses des deux molécules identifiées par MS-FINDER ont été recherchées dans
ces réseaux, mais n’ont pas été trouvées. Les paramétres entrés dans le GNPS sont donc a
améliorer. Cela fera 1’objet d’un travail ultérieur.
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V. Conclusion et perspectives

Dans ce chapitre, nous avons détaillé les différentes étapes du travail de déréplication
des furocoumarines dans les extraits d’endophytes. Les molécules de cette famille possedent
un potentiel d’inhibition sur la SOD et, en outre, sont photoactivables, ce qui rend les rend
trés intéressantes d’un point de vue médical et curatif.

Une premiere analyse en LC-HRMS a éte realisee. Les profils chromatographiques
obtenus ont été alignes entre eux grace a deux logiciels : MZmine et MS-DIAL. La liste de
pics assortie de leurs masses et profils de fragmentation a ensuite été comparée a une base de
données de furocoumarines issue du Dictionary of Natural Products. Plusieurs molécules ont
éteé identifiées par MZmine comme étant des furocoumarines.

Cette identification préalable a été vérifiée a 1’aide du profil de fragmentation MSF par
MS-DIAL et MS-FINDER : en effet, MZmine ne s’appuyant que sur la masse exacte des
molécules pour ses identifications, il ne peut différencier les isoméres ayant une méme
formule brute. La liste de pics produite par MS-DIAL n’est pas la méme que celle de
MZmine, ce qui est explicable par la différence d’algorithmes entre les deux logiciels, mais
aussi par la différence entre les bases de données utilisées. Nous avons pu identifier deux
molécules : la 5-Methyl-4H-furo[2,3-b][1]benzopyran-4-one et la déhydropachyrrhizone.

Une seconde série d’analyses a été faite par un OrbiTrap équipé d’un détecteur a
barrettes de diodes et faisant de la fragmentation « data-dépendante » MS/MS. Nous avons a
nouveau aligné et identifié les m/z grace a MZmine. Puis nous avons recherché, dans les
masses identifiées par MZmine comme étant des furocoumarines, si certaines présentaient le
spectre caractéristique de cette classe de molécules, a I’aide de Xcalibur.

Nous avons ainsi pu identifier quatre autres furocoumarines : 1’Ochrocarpine A, la
Moellendorffiline, I’ Anisolactone et 1’ Anhydrorutarétine, sans pouvoir confirmer ces résultats
par les données de fragmentation : ces molécules n’étant pas majoritaires dans les pics
chromatographiques, elles n’ont pas été fragmentées.

Ce travail a donc a priori permis I’identification de six furocoumarines. La
complémentarité des deux appareils pour la recherche de composés est ici bien illustrée.

Enfin, étant donné le peu d’échantillons analysés, il est prématuré d’en tirer des
conclusions quant aux especes d’endophytes dans lesquelles les furocoumarines sont plus
susceptibles d’étre rencontrées.

Il s’agit 1la d’une identification de premiére intention, qui constitue cependant une
premiére, dans le sens ou aucune de ces molécules n’a jamais été décrite dans des
champignons endophytes. Afin d’avoir la certitude qu’elles sont présentes dans les extraits, il
faudrait procéder a leurs extractions, leurs purifications et leurs analyses en RMN. Enfin, la
co-injection d’un standard parachéverait I’identification.
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Nous soulignons aussi le coté limitant, bien que complémentaire, du grand nombre de
logiciels et de bases de données utilisés. Aucun ne regroupe I’ensemble des fonctionnalités
nécessaires a la déréplication et I’identification de composés d’intérét.

En parallele de ce travail, un fractionnement de certains extraits d’endophytes est en
cours. La souche 85 a été cultivée en grande quantité - 2 m* de culture ont été ensemencés-
puis extraite par le Dr. Mohamed Haddad. Les deux grammes d’extraits brut obtenus ont été
fractionnés par MPLC et des peptides d’intérét sont en cours d’identification.

En I’absence d’un test fiable permettant d’attester de I’activité des furocoumarines sur
la SOD, il est impossible de procéder au fractionnement bio-guidé des extraits. 1l est aussi
impossible sans ces résultats biologiques de mettre en place un réseau de neurones qui
pourrait identifier les molécules candidates a 1’inhibition de la SOD.

Nous avons tenté, dans le chapitre suivant, de mettre au point un test permettant de
connaitre 1’activité de la SOD dans les extraits étudiés.
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CHAPITRE IV : MISE AU POINT D’UN TEST
ENZYMATIQUE DE DETECTION DE L’ACTIVITE DE LA
SOD
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Introduction

L’objectif de ce travail de these est de trouver des inhibiteurs de la SOD dans des
substances naturelles.

Pour cela, il nous faut a présent mettre au point un test nous permettant de détecter la
présence de molécules inhibitrices de la SOD dans les différents extraits bruts provenant de
substances naturelles, ainsi que dans les fractions de ces extraits, afin de procéder a un
fractionnement bio-guidé. Enfin, une fois la molécule candidate isolée, ce test nous
confirmerait ou infirmerait notre hypothese en re-testant la molécule pure.

De nombreux tests permettent de déterminer une activité anti-oxydante. Ce sont des
tests généralistes, évaluant ’activité anti-oxydante générale d’un extrait et procédant de
I’arrachage d’un proton. Nous pouvons citer en exemples les tests au DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) ou a ’ABTS (2,2°-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate)) (Moon and
Shibamoto 2009).

Mais il existe aussi des tests spécifiques de 1’anion superoxyde.
La plupart de ces tests, cités dans la littérature, mettent en ceuvre un mécanisme
indirect, c’est-a-dire répondant au schéma général suivant :

Systéme générateur d'0;:
- Chimigue (ex:

P Détection:
pyrogallol...) 0.~ | Intermédiaire: L e
- Enzymatique [ex: : - Molécule oxydée/réduite par 05~ i :p;iﬂrnmetrle UV-Visible
xanthine/xanthine- - Molécule pigge d’ O~ - Spectroscopie de
oxydase...) P P

fluorescence

- Physique (ex: radiolyse de

I'eau...)

Figure 61: Mécanisme d'action général des tests de détection de I'activité SOD.

Les systemes générateurs d’anions superoxydes peuvent étre chimiques, (comme le
pyrogallol (Marklund and Marklund 1974)), enzymatiques (comme le systéme
xanthine/xanthine-oxydase (McCord and Fridovich 1968)) ou encore physiques (comme la
radiolyse de I’eau (Dzaugis, Spivack, and D’Hondt 2015) (voir figure 61).

La radiolyse de I’eau consiste a irradier de 1’eau pure in vitro a 1’aide d’une source
radioactive (en général du **’Cs ou du ®Co). Il y a alors production de différentes espéces,
majoritairement radicalaires mais aussi moléculaires : des électrons hydratés, OH', H', Hy,
H,0,, H, chacun défini par son rendement d’ionisation. Dans un second temps, grace a
I’ajout de différents réactifs, il est possible d’orienter ces différentes especes vers la
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production d’O;” et de HO, En équilibre acido-basique, grace a I’adjonction d’acide formique
en milieu oxygéné.

Cependant, malgré ses avantages, la radiolyse de I’eau est une technique trop lourde et
colteuse pour étre utilisée en routine dans la recherche en substances naturelles.

Afin de mettre en évidence une production d’anion superoxyde, il existe de
nombreuses sondes, qui peuvent étre colorimétriques ou fluorescentes (Zhang, Tang, and
Ding 2005). Elles sont disponibles sur le marché et permettent de déterminer la présence ou
non d’anion superoxyde. Elles se distinguent par leur différence de spécificité vis-a-vis de
1’0, et pour les fluorescentes leurs longueurs d’onde d’excitation et d’émission et 1’intensité
de leur fluorescence.

Enfin, des tests sur cellules vivantes peuvent étre pratiqués. lls utilisent souvent des
marqueurs spécifiques des mitochondries, centres de production d’anions superoxydes.

Force est de constater que les tests permettant de déterminer I’activité de la SOD sont
peu nombreux et pour la plupart peu fiables : il peut y avoir des interférences a tous les
niveaux de la chaine du test (production d’anion superoxyde, sonde de détection). Cela peut
entrainer des faux négatifs ou au contraire des faux positifs.

Dans ce chapitre, nous aborderons la mise au point d’un test colorimétrique rapide,
sensible et peu codteux, pouvant étre utilisé en routine, a partir des principaux tests utilisés
dans la littérature.

Nous avons donc cherché a améliorer la performance des tests classiques. Pour le test
au cytochrome C, nous avons travaillé sur les extraits a ’acétate d’éthyle de deux plantes
tunisiennes : Ormenis africana et Ormenis scariosa. Puis nous avons étendu le champ de nos
investigations au test au pyrogallol, que nous avons mis au point sur des extraits de
champignons endophytes caractérisés dans les chapitres Il et Ill. Ces extraits étant tres
colorés, travailler sur des tests colorimétriques était un pari risqué.

Pour tous les tests, nous avons souhaité utiliser le LCS-1, inhibiteur spécifique
synthétique de la SOD (Somwar et al. 2011), en tant que témoin positif de ’inhibition de la
SOD. Mais nous avons rencontré des problemes concernant la solubilité de cette molécule.
Apres avoir testé de nombreux solvants, dont le DMSO, nous avons contacté les auteurs de la
publication dans laquelle le LCS-1 ¢tait étudié afin qu’ils nous précisent dans quelles
conditions ils avaient réellement testé cet inhibiteur. Nous n’avons pas obtenu de réponse de
leur part. Nous avons donc utilisé le DEDTC comme témoin positif de 1’inhibition de la SOD.
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1.1

1.1.1

Mise au point des tests

Les tests détaillés dans ce chapitre sont les suivants :
test au cytochrome C,

test au WST-1,

test au Mito-SOX™

test au pyragallol.

Les échantillons que nous avons testés sont les suivants :

extraits a 1’acétate d’éthyle d’Ormenis africana et Ormenis scariosa, repris dans de
I’acétate d’éthyle, donc deux échantillons, testés sur le test au cytochrome C,

extraits a 1’acétate d’éthyle de 197 souches d’endophytes, repris dans de 1’acétate
d’éthyle. Sur ces 197 échantillons, seuls les 86 premiers ont été testés sur le test au
pyrogallol, par manque de temps.

extraits a I’acétate d’éthyle de 8 souches sélectionnées sur leur activité supposée sur la
SOD, repiquées sur 6 boites de Pétri par souches, repris dans du méthanol, donc 48
échantillons, testés sur le test au pyrogallol,

pool des 6 réplicas des 8 souches sus-citées dissous dans le méthanol, donc 8
échantillons, testés sur le test au pyrogallol.

Test au Cytochrome C

Principe et mise au point du test

Ce test fait intervenir le systeme enzymatique xanthine/xanthine-oxydase comme

générateur d’anion superoxyde. Cette espece oxygénée est produite au cours de 1I’oxydation de

la xanthine en acide urique par la xanthine oxydase. L’anion superoxyde produit est alors
capable de réduire le cytochrome C présent dans le milieu réactionnel. La formation de
cytochrome C réduit se caractérise en spectroscopie UV visible par 1’apparition d’une bande
d’absorption a 540 nm (McCord and Fridovich 1968) (voir figure 62).
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Figure 62: Conséquences spectrales de I'activité de la SOD.

Si de la SOD est rajoutée dans le milieu, I’anion superoxyde produit par le systeme
xanthine/xanthine-oxydase sera dismuté et transformé en H,O,. Nous observerons alors une
diminution du taux de cytochrome C réduit et de la bande caractéristique a 540 nm (voir
figure 63 et 64).

Sans SOD, ou 50D inactivée par un inhibiteur:

20, Cytochrome C
réduit

Xanthine
Oxydase

Acide Urique
+ H,0,

Cytochrome C

Figure 63: Fonctionnement du test lorsque la SOD est absente ou inactivée: la réduction cytochrome C n’est plus inhibée par
la SOD.
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SOD présente et active:

X C
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Xanthine
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Figure 64: Fonctionnement du test lorsque la SOD est présente et active: la réduction cytochrome C est inhibée par la SOD.

La concentration en xanthine-oxydase a été fixée d’apres les données de la littérature a
50 mU/mL.

La xanthine peut étre présente en exces dans le milieu réactionnel puisqu’elle
n’absorbe pas entre 500 et 600 nm et son exces n’influe pas le test. Elle ne doit pas étre le
réactif limitant. Sa concentration finale est donc fixée a 0.5 mM.

Les concentrations optimales en cytochrome C, SOD et en échantillons ont ensuite été
déterminées en réalisant différentes gammes de concentration.

Des concentrations finales de cytochrome C variant de 1 pM & 25 pM entrainent une
variation de 1’absorbance a 550 nm de 0.145 UA & 0.2 UA, avec un plateau atteint pour une
concentration de 12 uM. Il a donc été décidé que cette derniere concentration en cytochrome
C est optimale.

En utilisant les concentrations précédentes en réactifs, la concentration en SOD a été
déterminée. Elle est fixée de fagon a ce qu’elle inhibe 50 % de la réduction du cytochrome C,
afin de pouvoir visualiser autant des inhibiteurs que des activateurs de la SOD. Une variation
de la concentration en SOD de 1 U/mL & 50 U/mL entraine une inhibition de la réduction du
cytochrome C a 550 nm respectivement de 0 % a 10 %, en suivant une courbe de saturation.
La concentration finale de SOD qui inhibe 50 % de la réduction du cytochrome C est
déterminée a 30 U/mL.

Enfin, la concentration en échantillon a été fixée en fonction de I’absorbance des
extraits d’Ormenis. C’est la plus forte concentration qu’il est possible de tester en conservant
une absorbance inférieure a 1 UA a 550 nm. Cependant, cette absorbance est dépassée dans
les tests réalisés. Il faut donc prendre en compte le fait qu’a ces valeurs d’absorbance, la
proportionnalité de 1’équation de Beer-Lambert n’est pas optimale.

En utilisant ces concentrations optimisées et en suivant le protocole présenté dans le

chapitre V, nous avons obtenu les spectres suivants pour les témoins du test
xanthine/xanthine-oxydase/cytochrome C, avant et apreés ajout de la SOD (voir figure 65) :
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Figure 65: Témoins xanthine/xanthine-oxydase/cytochrome C avec et sans SOD.

Sur ces spectres, nous pouvons voir ’absorbance des solutions aprés 5 minutes
d’incubation a température ambiante des deux témoins : avec et sans SOD.
Plusieurs pics sont observes :
- celui entre 280 et 293 nm signale la consommation de xanthine,
- celui a 414 nm correspond au cytochrome oxydé,
- enfin, ceux a 520 et 550 nm montrent 1’apparition de cytochrome C réduit. Ce sont
ceux qui sont suivis lorsque 1’on recherche une inhibition ou une activation de la SOD.

Notons la trés faible différence d’absorbance qui existe a 550 nm entre les témoins
avec et sans SOD. Nous n’arrivons pas a obtenir une variation d’absorbance supérieure a 0.1
unité. Bien que le cytochrome C soit aussi couramment utilisé pour la détection de I'activité
SOD, sa reactivite avec le superoxyde est trop élevee pour déterminer de faibles niveaux
d'activité de la SOD.
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11.2 Testau WST-1

11.2.1 Principe du test au WST-1

Nous avons souhaité explorer le test colorimétrique au WST-1 car il a été utilisé pour
caractériser ’action du LCS-1 (inhibiteur synthétique et spécifique) sur la SOD (Somwar et
al. 2011).

Une méthode indirecte utilisant du nitro bleu de tétrazolium, analogue du WST, est
souvent appliquée en raison de sa commodité (Xu et al. 2013). Cependant, il existe plusieurs
inconvénients a ce procédé, comme une mauvaise solubilité dans I'eau du formazan et sa
réaction avec la forme réduite de la xanthine oxydase. Bien que le cytochrome C soit aussi
couramment utilisé pour la détection de l'activité SOD, sa réactivité avec le superoxyde est
trop élevée pour déterminer de faibles niveaux d'activité de la SOD.

Le test au WST-1met en jeu le systéme xanthine-xanthine oxydase comme générateur
d’anions superoxydes et le WST-1 (2-(4-iodophényl)-3-(4-nitrophényl)-5-(2,4-disulfo-
phényl)-2H-tétrazolium, sel monosodique) pour la détection de cette espece réactive de
I’oxygeéne. Ce dérivé du bleu de tétrazolium est un composé hautement soluble dans l'eau. Il
produit un colorant, le WST-1 formazan, qui absorbe a 450 nm, soluble dans I'eau lors de la
réduction avec un anion superoxyde (Peskin and Winterbourn 2000) (voir figure 66).
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Figure 66: formules développées du WST-1 et du Formazan.

En présence de SOD (voir figure 67), la vitesse de réaction de cette enzyme étant de
102 M? s, les anions superoxyde seront dismutés trés rapidement par cette enzyme, et
n’auront pas le temps de rentrer en contact avec le WST-1 et de le réduire. L’absorbance a450
nm ne varie donc pas, ou seulement d’ une maniére non significative.
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Figure 67: Fonctionnement du test lorsque la SOD est absente, ou inhibée. La solution finale sera alors de coloration jaune.

Lorsque 1’on ajoute les échantillons a tester, si nous observons une réversion de ce
phénomene, c’est-a-dire si I’absorbance a 450 nm est égale a celle observée lorsqu’il n’y a pas
de SOD, nous pouvons en conclure que 1’échantillon contient une molécule inhibitrice de la

SOD, ou de la xanthine oxydase (voir figure 68).
Si, au contraire, I’absorbance a 450 nm augmente, nous en déduisons que 1’échantillon

peut contenir des activateurs de la SOD ou de la xanthine-oxydase. Il est aussi possible qu’il
possede des molécules pro-oxydantes, ou des analogues de la xanthine.

SansSOD, ouSOD inactivée par un inhibiteur: 2.0
Spectre d’absorption du WST-formazan.

WST-formazan
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Figure 68: Fonctionnement du test lorsque la SOD est absente, ou inhibée. La solution finale sera alors de coloration bleue.
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Le WST-1 est 70 fois moins réactif avec un anion superoxyde que le cytochrome C.
Par conséquent, une détection trés sensible de 1’activité de la SOD est possible. La réduction
du WST-1 par I'anion superoxyde est linéairement liée a I'activité de la xanthine oxydase et
est inhibée par la SOD. Ce test permet donc la détermination de I’'ICso de molécules
potentiellement inhibitrices de la SOD et d’antioxydants ayant pour cible 1’anion superoxyde.
Dans ce dernier cas il sera nécessaire de confirmer I’absence d’inhibition de la xanthine
oxydase.

Afin de mettre au point le test sur les extraits d’endophytes nous avons étudié la
réduction du WST-1 en fonction de la concentration en SOD. Notre objectif est de déterminer
la concentration qui permet d’inhiber a 50% la réduction du WST-1 par 1’anion superoxyde.
La concentration de SOD optimale, celle qui permet d’atteindre 1’'IC50, est de 0.2 U/mL.
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Figure 69: Gamme de SOD, permettant de déterminer I'lCs, de la SOD.

Afin de déterminer la concentration optimale de SOD dans 1’extrait, nous avons réalisé
une gamme de concentration de la SOD (voir figure 69). La concentration de SOD optimale,
celle qui permet d’atteindre 1’ICsp, est de 0.2 U/mL.

Cela nous permet en outre de voir que la variation d’absorbance est faible avec une
inhibition de 50 % de I’activité de la SOD. Il sera donc difficile d’observer un inhibiteur de la
SOD, méme spécifique, présent par nature en faible quantité dans les extraits.

Nous voyons sur le graphique ci-dessous (voir figure 70) I’absorbance a 450 nm de la
solution de WST en fonction de la concentration de DEDTC (diéthyldithiocarbamate), un
inhibiteur non spécifique de la SOD, cela en présence de SOD. Plus la concentration de
DEDTC est importante, plus la solution absorbe a 450 nm, jusqu’a atteindre un plateau vers 4
mM. La Clso du DEDTC déterminée expérimentalement correspond a celle trouvée dans la
littérature, a savoir 0.5 mM.
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Figure 70: Gamme de DEDTC.

11.2.2 Problémes rencontrés avec le test au WST

Les raisons pour lesquelles nous n’avons finalement pas utilis€ ce test sont les
suivantes : les résultats ne montrent pas de variations suffisantes de 1’absorbtion a des
concentrations finales en SOD de 0.2 U/mL et en suivant les conditions expériementales
décrites dans le protocole commercial du test. Les absorbances varient de 0.1 a 0.2 UA. La
sensibilité de ce test est donc insuffisante.

De plus, du fait qu’il s’agisse d’un kit « clefs en main », contenant 2 enzymes, ce test a
un coQt de revient trés élevé par rapport au test au pyrogallol par exemple.

Enfin, nous avions des doutes quant a la fiabilité du test, principalement a cause de sa
complexité Il n’est en effet pas exclu qu’un inhibiteur de la SOD puisse aussi inhiber la
xanthine oxydase, produisant alors des faux-positifs. Il faut absolument réaliser tous les
témoins sans SOD afin d’éviter ce biais.
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11.3 Test au Mito SOX™ Red

Le Mito SOX™ Red est une sonde fluorescente cellulaire permettant la mise en
¢vidence de I’anion superoxyde. Il est utilis¢é pour regarder le stress oxydant au niveau
mitochondrial.

Nous avons essayé de le mettre au point sur un test in vitro.

11.3.1 Principe et mise au point du test au Mito SOX™ Red

Le MitoSOX™ Red est un réactif fluorescent : ¢’est une molécule d’hydroéthidine
(HE) a laguelle est fixé de maniere covalente un cation hexyl-triphénylphosphonium. Il est
oxydé rapidement en -hydroxy-5-(triphenylphosphonium)hexylethidium par 1’anion
superoxyde et non par d’autres dérivés réactifs de 1’oxygeéne et dérivés réactifs d’azote. Le
produit oxydé est extrémement fluorescent en cas de liaison avec 1’acide nucléique. Ces deux
réactifs produisent une réaction fluorescente aprés réaction avec un anion superoxyde, avec
apparition du 2-hydroéthydium :

2HE + 20," = 2-OH-E*

Grace au MitoSOX™ Red, la production du superoxyde par mitochondries peut étre
visualisée par microscopie a fluorescence. En effet, le réactif MitoSOX™ Red pénétre dans

les cellules vivantes ou il cible les mitochondries de maniére sélective.

La formule générale de la réaction est la suivante (voir figure 71) :
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Figure 71: Réaction du MitoSOX™ Red avec un anion superoxyde.

La longueur d’onde maximale d’excitation se situe a 510 nm et la longueur d’onde
d’émission est aux environs de 580 nm (voir figure 72). Nous avons choisi ce profil car il est
idéal pour ne pas entrer en interaction avec les composés naturels tels que les furocoumarines
par exemple, dont la présence de cycles aromatiques leur confere une absorbance pour des
longueurs d’ondes comprises entre 270 et 320 nm. D’une maniere générale, les réactifs
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fluorescents sont assez sensibles, puisque peu de composés naturels absorbent a ces longueurs
d’onde.
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Figure 72: Ce graphique, issu du site de ThermoFisher, montre les longueurs d'ondes d'excitation (510 nm) et d'émission (580
nm) du MitoSOX™ Red.

Cependant, ce test est initialement concu pour fonctionner dans des systemes
contenant des cellules vivantes, avec une accumulation du MitoSOX™ Red dans les
mitochondries. De plus, il devient extrémement fluorescent, mais seulement en cas de liaison
avec I’acide nucléique, mais ce n’était pas notre cas.

Nous avons tenté de ’adapter sur un test en plaques de 96 puits, avec comme
producteur d’anion superoxyde le pyrogallol (voir figures 73 et 74). Dans ce test 1’anion
superoxyde pourrait étre produit soit par le systeme xanthine/xanthine oxydase soit par le
pyrogallol. Notre choix s’est porté sur le pyrogallol afin toute interaction entre d’éventuels
d’inhibiteurs de xanthine oxydase présents les extraits d’endophytes et cette enzyme.

Les concentrations finales en pyrogallol ont été fixées a 0.1 mM, conformément a celle
utilisée en général dans la littérature et celles de SOD a 1 U/mL, afin .

SOD présente et active:

Pyrogallol 20,
Auto-
oxydation
Pyrogallol 20, MitoSOX™ Red
auto-oxydé —
SOD

Figure 73: Fonctionnement du test lorsque la SOD est présente et active.
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Sans SOD, ou SOD inactivée par un inhibiteur:
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Figure 74: Fonctionnement du test lorsque la SOD est absente ou inactive : le MitoSOX™ Red est oxydé et produit alors une
fluorescence rouge.

Sur des images issues du site internet commercial de ThermoFisher, sur lequel nous
avons acheté ce réactif, nous pouvons voir les images obtenues en fluorescence avec le
MitoSOX™ Red. Elles montrent des différences nettes entre les cellules contenant une grande
quantité d’anion superoxyde, donc avec une SOD inactive, et celles avec un taux d’anion
superoxyde faible, donc possédant une SOD active et efficace.

11.3.2 Problémes rencontrés avec le test au MitoSOX™ Red

Malgré les quantités croissantes de réactif utilisées (de 5 a 260 uM), trés supérieures a
celles utilisées généralement dans ce genre de test, nous n’avons pas pu visualiser de traces de
fluorescence. Ceci est sans doute di au fait que ce colorant est normalement utilisé en culture
cellulaire en colorant intra-mitochondrial, ce qui concentre le produit en un seul point de la
cellule, et donc du puits. Or, ici, le test n’a pas été réalisé sur cellules vivantes, le reéactif a
simplement été mis en solution directement dans le puits et a donc été trés dilué.

Le prix du réactif, d’autre part, est prohibitif : il s’éleve a 400 euros les 500 pg.

Enfin, nous ajouterons que certaines publications (Zielonka and Kalyanaraman 2010;
Robinson et al. 2006) mettent en garde sur la non-spécificité de 1’origine de la fluorescence. Il
se pourrait en effet que soit produit, en milieu biologique, 1’éthidium, qui est un autre réactif
fluorescent, a des concentrations supérieures a celles du 2-hydroéthydium. Or, I’éthidium
n’est pas spécifique de la réaction avec 1’anion superoxyde.

En outre, les produits d’oxydation de I’hydroéthidine seraient potentiellement
cytotoxiques (Lyublinskaya et al. 2014).
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1.4 Test au pyrogallol

Le test au pyrogallol a été utilisé afin de détecter 1’activité de la SOD pour la premiére
fois en 1974 par Marklund (Marklund and Marklund 1974). Il a depuis été révisé et est
largement décrit dans la littérature. La mise au point de ce test sur plaques de 96 puits est
basée sur les travaux récents de Li X (Li 2012).

11.4.1 Principe du test

Le principe du test est le suivant : le pyrogallol est un tri-hydroxy-phénol (voir figure
75).

OH

HO OH

Figure 75:molécule de pyrogallol.

En milieu acide, cette molécule est stable. Mais lorsqu’elle est placée en milieu
basique (pH>7), elle se dégrade. Elle produit alors des anions superoxydes qui vont oxyder le
pyrogallol. On parle d’auto-oxydation du pyrogallol (Deeble et al. 1988). Le mécanisme de
cette auto-oxydation n’est pas totalement ¢lucidé. Les produits d’auto-oxydation ne sont pas
non plus connus avec certitude (Gao et al. 1998). Nous pouvons cependant prendre la figure
76 comme indication sur le déroulement de la réaction.
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Figure 76: Auto-oxydation du pyrogallol en milieu basique.

Pyrogallol.

Le composé qui donne sa coloration jaune au test serait majoritairement la
purpurogalline, qui présente un pic d’absorption a 320 nm (Ramasarma et al. 2015).

Le test au pyrogallol est utilisé en routine, en raison de son faible co(t et de sa facilité
de mise en ceuvre, pour tester des produits antioxydants, et plus particuliérement anti-anions-
superoxydes.

Naturellement, il est aussi utilisé pour tester I’activité de la SOD (Li 2012).

Dans un premier temps, le pyrogallol réagit seul en milieu basique. Le spectre

résultant de son auto-oxydation apres 5 minutes de présentera un pic a 320 nm (voir figure
77).
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Pyrogallol

Auto-
oxydation

Purpurogalline

Figure 77: Fonctionnement du test lorsque la SOD est absente ou inactivée: I'auto-oxydation du pyrogallol n’est plus inhibée
par la SOD. La solution est donc teintée d'une coloration plus ou moins jaune, en fonction du degré d'inhibition de la SOD.

Lorsque 1’on rajoute de la SOD au mélange réactionnel, I’enzyme consomme 1’O;"
produit par le pyrogallol. L’anion suproxyde ne sera plus alors disponible pour oxyder le
pyragallol. Le pic a 320 nm sera donc moins important (voir figure 78).

Pyrogallol \

Auto-
oxydation

Purpu lline 7‘ 0,

SOD

0, + H,0,

Figure 78: Fonctionnement du test lorsque la SOD est active: I'auto-oxydation du pyrogallol est inhibée par la dismutation de
I'anion superoxyde par la SOD. La solution reste incolore.

Au niveau du spectre, les absorbances varient de la fagon suivante (voir figure 79) :
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Figure 79: Variations de I'absorbance de la solution en absence et en présence de SOD, pendant 10 minutes, avec des
concentrations finales en pyrogallol de 0.1 mM et en SOD de 1 U/mL..

Dans I’exemple de la figure 79, la variation d’absorbance a 320 nm des deux
conditions expérimentales est de 0.35 UA (Apyrogaliol seut = 0.85 UA, Apyrogaiioi+sop = 0.6 UA).

Par ailleurs, le test d’auto-oxydation du pyrogallol permet aussi de déterminer
’activité anti-oxydante d’un extrait. Pour cela, il suftit de comparer 1’absorbance a 320 nm de
I’échantillon mis en présence de la solution de pyrogallol et celle du pyrogallol seul.

Si I’absorbance diminue, cela signifie que le pyrogallol a subi une auto-oxydation
moins forte et donc que 1’échantillon posséde une activité anti-O;".

L’¢chantillon sera au contraire pro-oxydant si I’absorbance (et donc les produit d’auto-
oxydation) augmente.

11.4.2 Mise au point du test au pyrogallol

Dans le cadre de ces travaux de thése, nous avons tenté de mettre ce test au point sur
des plaques de 96 puits.

La difficulté réside dans le fait que le volume réactionnel est trés faible (250 pL). Il ne
permet donc pas de travailler avec de grandes quantités d’échantillon ou de réactif, ce qui peut
étre un avantage dans la mesure ou nous n’avons pas de trés grands volumes d’extraits.
Cependant, la variation d’absorbance entre des conditions dans lesquelles la SOD est inhibée
ou non est tres faible et donc statistiquement proche du bruit de fond.

De nombreuses conditions ont été testées, en se basant sur la publication de Li X (Li
2012).

11.4.2.1 Concentration en pyrogallol

La concentration en pyrogallol doit aussi étre déterminée de facon a ce que
I’absorbance a 320 nm de la solution d’extrait et de pyrogallol auto-oxyde ne dépasse pas - ou
peu - une unité d’absorbance. Les échantillons testés étant trés fortement colorés, leur
absorbance dépasse souvent 1 UA a 320 nm, méme a faible concentration. Le but étant de les
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tester a la concentration la plus forte possible pour détecter un éventuel inhibiteur en trés
faible quantité, il faut donc minimiser au maximum 1’absorbance du pyrogallol et donc sa
concentration.

Pour cela, nous avons effectué une gamme de concentration du pyrogallol, allant de
0.01 mM a 1 mM de concentration finale. Les absorbances a 320 nm varient alors de 0.05 a 2
UA.

La concentration optimale en pyrogallol a ainsi été fixée a 0.1 mM dans la solution
finale, I’absorbance du témoin ne dépassant alors pas 0.5.

11.4.2.2 Concentration en SOD

Nous avons décidé arbitrairement de fixer la concentration en SOD a une valeur telle
qu’elle n’inhibe pas totalement 1’auto-oxydation du pyrogallol (elle doit inhiber d’environ
30% l’activité du pyrogallol). Cela nous permet en premier lieu de vérifier la présence
d’antioxydants dans les échantillons a tester : en présence de substances antioxydantes, il est
possible d’observer une inhibition de 1’auto-oxydation du pyrogallol supérieure a celle de
I’inhibition en présence de SOD seule. En second lieu la faible concentration de SOD nous
permet d’objectiver des inhibiteurs de la SOD présents en trés faible quantité dans les
échantillons : la solution n’étant pas saturée en SOD, une faible variation de ’activité de la
SOD se répercute de facon trés sensible sur I’absorbance de la solution.

La gamme de concentrations de ’enzyme a été effectuée de 0.1 U/mL finale a 10
U/mL finale. A une concentration de 0.1 U/mL, la SOD inhibe 0% de 1’auto-oxydation du
pyrogallol, tandis qu’a 4 U/mL elle inhibe déja 100 % de I’auto-oxydation du pyrogallol.
Cette expérience nous a permis de trouver la concentration de 1’enzyme entrainant une
inhibition de 30 % de I’auto-oxydation du pyrogallol (concentration du pyrogallol fixée a 0.1
mM, et la concentration finale de SOD a donc été fixée a 1 U/mL dans la solution finale.

Il est a noter qu’il faut étre particuliérement prudent quant au matériel utilisé. En effet,
la SOD peut s’adsorber sur certains plastiques. Il est donc préférable d’utiliser des contenants
en verre.

11.4.2.3 Concentration des extraits

L’influence de la concentration en extrait est trés importante, les extraits étant tres
colorés a la longueur d’onde suivie, c’est-a-dire a 320 nm. Il s’agit donc de régler la
concentration de 1’extrait de facon a ce que 1’absorbance de la solution a 320 nm, apres 10
minutes de réaction, ne dépasse pas 1 unité d’absorbance. Nous avons fixé la concentration
des extraits comme étant la plus forte possible mais ne dépassant pas une absorbance de un.
Les échantillons ayant des absorbances trés variables, et I’harmonisation des concentrations
testées étant nécessaire a des fins d’interprétation des données, il a finalement été décidé
d’utiliser une concentration finale de 40 pug/mL lors de la premiére série de tests (screening
rapide de 86 souches). Les concentrations d’échantillons ont ensuite été modifiées.

Nous obtenons les spectres suivants (voir figure 80) :
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Figure 80: Variations d'absorption du pyrogallol en présence d'un extrait d’endophyte a 40 pg/mL, avec et sans
SOD, pendant 14 min.

Pour tester 1’action d’un échantillon sur I’activité de la SOD, cet échantillon est rajouté
dans le mélange réactionnel contenant la SOD : si I’absorbance a 320 nm varie par rapport a
’absorbance a 320 nm du témoin, cet échantillon a une action vis-a-vis de la SOD :
- L’échantillon aura une activité anti-SOD si le pic a 320 nm retrouve sa hauteur initiale
sans SOD. En effet, cela signifie que 1’auto-oxydation du pyrogallol s’est déroulée en entier,
et donc que les anions superoxyde n’ont pas ét¢ dismutés par la SOD. La SOD a donc été
inhibée.
- En revanche, 1’échantillon aura une activité pro-SOD si le pic d’auto-oxydation du
pyrogallol est plus bas que le ttmoin avec SOD. Cela signe une plus faible auto-oxydation du
pyragallol et donc une consommation par la SOD d’une plus grande quantité d’anions
superoxyde. La SOD a donc été activeée.

11.4.2.4 Autres facteurs pris en compte dans la mise au point du test

Les réactivités du pyrogallol et de la SOD sont facteurs de nombreux parametres, tel
que le pH. Nous avons donc testé plusieurs conditions de pH de la solution de Tris et I’avons
fixé a 8.2. Autrement, la cinétique de la réaction d’auto-oxydation du pyrogallol est trop
rapide et le maximum d’absorption est atteint avant 10 minutes. Or, nous souhaitons que la
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réaction puisse étre mesurée sur 10 minutes, afin d’avoir un nombre suffisant de points sur la
droite de régression.

De la méme facon, la plaque de 96 puits est laissée a une température de 37°C dans le
spectrométre UV-visible durant le temps de 1’analyse.

Le temps d’incubation a été fixé a 5 minutes a température ambiante. En effet, si un
inhibiteur spécifique existe dans 1’extrait, il se liera rapidement a la SOD.

Nous avons aussi vérifié que 1’acétate d’¢éthyle et le méthanol n’entraient pas en
interaction avec le pyrogallol ou la SOD. Les concentrations des solvants étaient les mémes
que celles utilisées pour tester les échantillons, a savoir 1 pL/250 pL, mais nous avons aussi
testé des concentrations plus fortes, a savoir 10 uL/250 pL. Il n’y a pas d’interaction avec le
test & ces concentrations.

11.4.3 Obtention des résultats au pyrogallol

Apres ajout du pyrogallol, ’absorbance a 320 nm est enregistrée toutes les 2 minutes
pendant 14 minutes : ¢’est la cinétique de la réaction.

Le coefficient directeur des droites nous donne la vitesse de la réaction. En comparant
les coefficients directeurs entre eux, nous pouvons calculer le coefficient d’activation ou
d’inhibition de 1’échantillon sur la SOD, ainsi que son effet anti-O, " (voir figure81).

Cinétique de réaction du Pyrogallol, en
présence et absence de SOD, a 320 nm

y=0,0329x+0,2254
R* = 10,9962

=—+—Témoin MeOH

Absorbance

== Temaoin MeOH

y = 00098+ 0,1766 avec 50D
R*=0,9058
0 1 2 3 4 3 ] 7
Temps (min)
- s

Figure 81: Cinétique de réaction du pyrogallol en présence et absence de SOD. La droite rouge représente la variation
d'absorbance en fonction du temps et en présence de SOD, la bleue en son absence.
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Le fait de travailler sur les données de la cinétique et non pas a un instant précis, nous
permet de nous affranchir du décalage de déclanchement de la réaction dans les puits lié aux
conditions expérimentales : la réaction ne peut pas étre déclenchée simultanément dans 96
puits des plaques (Nous pouvons d’ailleurs vérifier cela en comparant les ordonnées a
I’origine des différentes droites, qui sont différentes de quelques centiémes d’unités
d’absorbance). Or la réaction étant trés rapide, comme expliqué au paragraphe précédent, ce
laps de temps influerait les résultats.

Par ailleurs, il est nécessaire de soustraire a toutes les valeurs d’absorbance,
I’absorbance propre de I’échantillon, mesurée avant que la réaction au pyrogallol ne soit

lancee. En effet, les échantillons n’ont pas tous la méme coloration.

Les calculs sont les suivants :

% Inhibition de l'autoxydation en absence de 50D = (

=]

a—b'
% Inhibition de 1'autoxydationen présence de 50D = ( ] x 100 =B
% d'activité dela S0D =B — A

Avec a= coefficient directeur de la droite de cinétique du contréle pyrogallol sans SOD,

b= coefficient directeur de la droite de cinétique du contrdle pyrogallol avec SOD,

a’= coefficient directeur de la droite de cinétique du pyrogallol plus 1’échantillon sans SOD,
b’= coefficient directeur de la droite de cinétique du pyrogallol plus 1’échantillon avec SOD,
A= activité anti-O,",

B= activité anti-oxydante totale.

L’activité sur la SOD de chaque échantillon étant testée 9 fois, les écarts-types des
résultats sont ensuite calculés. Ils ont aussi été analysés grice a un logiciel d’analyse
multivariée.
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I11.  Activités biologigues des extraits

Les activités antioxydantes et anti-SOD des extraits d’Ormenis ont été évaluées par le
test au cytochrome C, tandis que celles des extraits d’endophytes 1’ont été par le test au
pyrogallol pour des raisons pratiques.

I11.1 Activités biologiques des extraits d’Ormenis.

111.1.1 Introduction

Les plantes a tester ont été sélectionnées principalement en fonction de leur
accessibilité, grace a la collaboration que nous avions avec Chemseddoha Gadhi, de
I’université de Cadi Ayyad (Marrakech).

En I’occurrence, nous avons travaillé avec Ormenis africana et Ormenis scariosa.

Une étude préliminaire traitait de leur activité vis-a-vis de la SOD. Bien que ces
plantes étaient présentées comme majoritairement anti-oxydantes et sans activité inhibitrice
sur la SOD, pour vérification, nous nous sommes néanmoins focalisés dans un premier temps
sur la recherche d’une activité anti-SOD. Il edt, bien évidemment, été plus aisé d’utiliser des
Ombelliféeres, parmi lesquelles I’Impératoire Peucedanum ostruthium (L.), contenant
I’impératorine décrite plus haut (Raja et al. 2011a; Vogl et al. 2011).

Ormenis africana (Synonymes: Tamazight : Irezgui, Arabe : Gartofa) et Ormenis
scariosa sont des Asteraceae buissonnantes endémiques de 1’Afrique du Nord. Elles sont
présentes dans les foréts claires et les paturages steppiques.

Elles sont reconnaissables a leurs feuilles ovales, vert-gris, et a leurs fleurs jaunes.

Le décocté des capitules d’Ormenis africana est traditionnellement utilisé comme
stomachique, emménagogue et vermifuge, probablement grace a sa forte composition en
tanins et polyphénols.

Dans I’article de Ben Mensour précédemment cité (Ben Mansour et al. 2011), I’étude
des propriétés de ces plantes a porté sur 1’extrait hydro-alcoolique des capitules d’Ormenis
africana.

Il contient divers flavonoides, des polyphénols ainsi que des anthocyanes, en
concordance avec les propriétés anti-oxydantes de la plante.

L’extrait hydro-alcoolique provoque une diminution de I’activit¢é de la SOD.
Cependant, les auteurs ne concluent pas a une activité anti-SOD de I’extrait, mais pensent
plutdt & un rétablissement de la balance anti-oxydant aprés ajout de 1’extrait. Ceci explique la
diminution de I’activité de I’enzyme : puisqu’il n’y a plus d’O" a dismuter dans le milieu, de
fait, la SOD est inactive.
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111.1.2 Résultats des différents tests obtenus sur les extraits

111.1.2.1 Résultats et discussion a propos du test au cytochrome C

Résultats obtenus sur les échantillons d’Ormenis avec le test au cytochrome C

Ahsorbance

Absorbance

Les résultats obtenus sur les Ormenis sont présentés sur la figure 82.
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Figure 82: Spectres obtenus avec Ormenis africana.

Les résultats du test a la xanthine/xanthine-oxydase obtenus sur Ormenis africana

montrent qu’il n’y a pas d’interaction avec la coloration de la plante a 550 nm, puisque
1‘absorbance propre d’Ormenis africana est de 0 a cette longueur d’onde.

Les résultats obtenus avec Ormenis scariosa sont légerement différents (voir figure

83).
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Figure 83: Spectres obtenus avec Ormenis scariosa.

Grace a ces résultats, nous avons pu réaliser 1’histogramme suivant (voir figure 84) :

B % cyt. Réduit sans SOD % cyt. Réduit avec SOD
129
108
_ 100 104
= EM 88
3 -
EM
£ 1,46
E =
£ 8,7
o
s
@
o
= 0
Controle 0. africana 0. scariosa
(0,2mg /mL) (0,2 mg/mL)

Figure 84: Pourcentage de cytochrome réduit, avec ou sans SOD.

Comme nous pouvons le constater sur la figure 84, sur les deux Ormenis, la SOD n’a
pas d’effet sur la réduction du cytochrome C, puisque le pourcentage de cytochrome réduit est
pratiquement le méme que la SOD soit présente ou absente. Nous pouvons donc penser que
ces extraits contiennent des inhibiteurs de la SOD.
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De plus, nous remarquons que la réduction du cytochrome augmente dans le cas
d’Ormenis scariosa, avant que la SOD ne soit ajoutée au mélange réactionnel. Ceci indique
donc la présence soit de composés pro-oxydants soit de molécules interagissant directement
avec le cytochrome C.

Lorsque I’on rajoute la SOD, la diminution de la réduction du cytochrome C indique la
présence d’inhibiteurs de la SOD. Ces inhibiteurs ne sont pas nécéssairement specifiques de la
SOD. II peut s’agir par exemple de flavonoides, composés trés présents dans ces plantes.
Cependant au vu de I’écart moyen de ce résultat, ces résultats doivent étre revérifiés par de
nouvelles mesures.

Nous pouvons sans nul doute affirmer que les extraits contiennent un mélange de
composés oxydants et anti-oxydants. En effet, il se pourrait que les extraits contiennent
effectivement des inhibiteurs de la SOD, mais aussi des composés réducteurs, ou encore des
analogues de la xanthine.

Nous avons souhaité répondre a ces questions en nous penchant sur le cas d’Ormenis
africana. Nous avons mesuré la consommation de xanthine par la xanthine-oxydase (voir
figure 85), en suivant la variation de production d’acide urique (produit d’oxydation de la
xanthine par la xanthine oxydase) a 292 nm dans une cuve en quartz.
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Figure 85: Pourcentage de consommation de xanthine en présence de SOD

En présence d’Ormenis africana, il y a effectivement une augmentation de la
production d’acide urique, témoignant d’une augmentation de 1’oxydation de la xanthine, et
s’¢levant a 190%. Nous pouvons donc conclure a la présence d’analogues de la xanthine, mais
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aussi a celle de composés anti-oxydants, puisqu’il n’est pas observé d’augmentation de la
réduction du cytochrome C. Ceci est cohérent avec les données de Ben Mensour (Ben
Mansour et al. 2011).

Nous devrions aussi avoir une sur-production de cytochrome réduit. Cependant, elle
n’est que de 104 %. Nous ne pouvons conclure qu’a I’existence d’un mécanisme
compensatoire ce qui confirme la présence de composés anti-oxydants.

Ce test permet a priori de mettre en évidence une tendance. Mais il ne nous autorise
pas a déterminer d’ICsq Sur ces extraits.

Nous avons cependant aussi détecté dans ces extraits un effet inhibiteur sur la SOD.
Malgreé ce fait, nous devions les analyser grace a des expériences de RPE (Résonance
Paramagnétique Electronique), afin de déterminer si les inhibiteurs étaient spécifiques vis-a-
vis de la SOD ou non, de méme que ’origine de I’augmentation de la production d’anions
superoxyde dans les extraits. Cependant, nous n’avons pas réussi a mettre en évidence de
variation de signal lors de I’ajout des extraits. Nous ne pouvons donc conclure a ce sujet.

Problémes rencontrés avec le test au cytochrome C

La variation de 1I’absorbance entre les conditions présentant une SOD active ou inhibée
a été jugée insuffisante. En effet, celle-ci varie seulement de 0.1 unité d’absorbance. Il est
donc impossible de déterminer avec certitude que le résultat est significatif, d’autant plus que
les molécules présentes dans les extraits peuvent présenter un pourcentage d’inhibition ou
d’activation de la SOD variable.

Par ailleurs, le cytochrome C n’est pas idéal, puisqu’il est sensible aux chélateurs de
métaux, étant donné la présence d’un atome de fer au sein de son site actif. Il présente alors le
méme profil chromatographique lorsque son fer a été¢ chélaté que lorsqu’il est oxydé. Or, les
chélateurs de métaux, comme le diéthyldithiocarbamate est un inhibiteur de la SOD,
initialement utilisé comme témoin.

Pour finir, nous avons préféré abandonner la mise au point de ce test au cytochrome C
car il était trop onéreux.
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I11.2 Analyse des résultats obtenus avec le test au pyrogallol en micro-plaques sur les
extraits d’endophytes

Trois séries d’analyses ont été menées :

- la premiére a consisté en un screening rapide de 862 échantillons d’endophytes repris
dans I’acétate d’éthyle, testes a 40 pg/mL,

- la seconde a concerné les réplicas de 8 souches qui paraissaient détenir une activité sur
la SOD, repris dans le méthanol et testés a 40 pug/mL,

- la troisiéme a concerné les réplicas de 8 souches qui paraissaient détenir une activité
sur la SOD, repris dans le méthanol et testés cette fois a 160 pg/mL.
Tous ces tests ont été réalisés en présence de 1 U/mL de SOD, entrainant une

inhibition de 30 % de 1’auto-oxydation du pyrogallol dans le témoin.

Le schéma suivant résume les séries de tests realisées sur les endophytes avec le test
au pyrogallol (voir figure 86) :

Tests biologigues

¢ endophyies (ChapitreIV)

Tast da 36 extraits repris

dans 1" AcOEt sur la test av
187 sxirsits : pyrogallel, 40 pgml=
== E ,:|I : i ' i Sersening rapide

=3 Bilection d= 8 souches

Re-cultuse ot extraction AcOE d'intérdt  powr  leur

des 8 souches d”inerdt, 6 fois activité sur 1a SOD: 68,

Fhacuns 73, 74, 83, 85, 18L
M® souches: 8 73 74 23 85 181 124 126 154, 186,

Test das § réplicas das 8
souches d'intérdt repris
= dans le méthanol smr le
test av pyrogallel, 2 40
ng'ml
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Figure 86: Dans I'encadré rouge: ensemble des séries de tests réalisées sur le test au pyrogallol, pour les endophytes. Un
schéma général plus grand est disponible en annexe 1.

2 Comme précisé précédemment, seuls 86 échantillons ont pu étre analysés parmi les 197 souches initialement
extraites, ce par manque de temps. Une des perspectives de ce travail serait de travailler aussi sur les 111 extraits
restants.
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I11.2.1 Screening rapide des 86 souches d’endophytes et discussion
Le screening des 197 extraits n’a été fait que sur 86 échantillons. Sur ces 86
échantillons testés (40 pug/mL), seuls 56 ont montré des résultats interprétables, autrement dit
ceux qui ne montraient pas de résultats aberrants ou dont 1’absorbance était trés supérieure a 1
due a la forte coloration de certains extraits. Ces résultats sont visibles en annexe VIII.

111.2.1.1 Activité anti-oxydante

En absence de SOD, vingt-deux échantillons ont une activité anti-oxydante vis-a-vis
de I’anion superoxyde supérieure a 10% (voir tableau 6). Aucun n’a montré de propriété pro-
oxydante. Soixante-quatre posseédent une activité sur I’anion superoxyde faible, ¢’est-a-dire
statistiquement proche de 0.

Tableau 6: Echantillons ayant une activité anti-oxydante.

Numéros ) Coefficients Pourcentages Ecarts-
de Identité des souches Equations des droites de directeurs des | d’activité anti- | moyens des

souches régression sans SOD droites oxydante (%) absorbance
36 sp02_Colletotrichum y = 0,0418x + 0,0311 0,0418 16,73 0,030
47 splac y = 0,037x + 0,0377 0,037 26,29 0,010
67 Sporothrix (T99) y = 0,0207x + 0,0328 0,0207 12,29 0,01
69 Nigrospora 1 _sp17 y =0,0201x + 0,0448 0,0201 14,83 0,003
81 sp05_Endomelanconiopsis y =0,0203x + 0,013 0,0203 13,98 0,007
g2 dial.6 y =0,0188x + 0,0215 0,0188 20,34 0,008
89 xyl 1.2 y = 0,0205x + 0,056 0,0205 15,29 0,001
90 xyl_1.2 y = 0,0214x + 0,0319 0,0214 11,57 0,003
160 Inconnu y =0,0213x - 0,0318 0,0213 11,98 0,09
169 sp02_Colletotrichum y = 0,0206x - 0,0186 0,0206 14,88 0,021
171 dial.7 y = 0,0254x + 0,0552 0,0254 20,87 0,0018
174 diaS y = 0,0268x + 0,0497 0,0268 16,51 0,0072
175 Inconnu y = 0,0277x + 0,0521 0,0277 13,71 0,0050
178 dial.7 y = 0,028x + 0,0661 0,028 12,77 0,0048
179 Annulohypoxylon y = 0,0275x + 0,0117 0,0275 14,33 0,0028
180 Annulohypoxylon y = 0,0287x + 0,0195 0,0287 10,59 0,0049
181 Inconnue y = 0,0267x + 0,0106 0,0267 16,82 0,0031
182 Inconnue y = 0,0272x + 0,0016 0,0272 15,26 0,0304
183 Annulohypoxylon y = 0,0285x + 0,0266 0,0285 11,21 0,0006
184 Annulohypoxylon y = 0,0255x + 0,0304 0,0255 20,56 0,0024
185 Annulohypoxylon y = 0,0287x + 0,0299 0,0287 10,59 0,0026
186 Inconnue y = 0,0234x + 0,0458 0,0234 27,10 0,0095

L’étude statistique des résultats donne des écarts-moyens sur les valeurs d’absorbance
faibles.
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Nous notons que la meilleure activité anti-oxydante est obtenue par I’extrait 186
(souche non identifiée), avec une inhibition de 1’auto-oxydation du pyrogallol de 27.1%.

Le genre Annulohypoxylon semble posséder une activité anti-oxydante marquée.

111.2.1.2 Activité sur la SOD

Trente-trois extraits semblent avoir une activité inhibitrice sur la SOD (voir annexe
VII1I). Le detail est donné dans la figure 87.

Nombre d’extaits

5 14 4 12 10 8 2 1
% d’inhibition de [a|]SOD % d’activation de la SOD >
B85 20 0 10 25 50 80

Figure 87: Résumé des propriétés des extraits vis-a-vis de la SOD.

La meilleure inhibition de la SOD a été atteinte avec un pourcentage de 34.74% pour
la souche 85, qui a été identifiée comme appartenant au genre Endomelanconiopsis. Cette
souche n’a pas d’activité anti-oxydante.

En ce qui concerne I’activité pro-SOD, c’est-a-dire la propriété d’augmenter I’activité
de la SOD, elle est présente dans 23 extraits. C’est la souche 184, appartenant au genre
Annulohypoxylon, qui montre la plus grande activité pro-SOD, avec une activation de cette
derniére de 80 %. La souche 184 posséde aussi une activité anti-oxydante de 20 %.

Cette activité pourra éventuellement étre confirmée par RPE.

En revanche, certains extraits ne montrent pas d’activité sur la SOD, ce qui est en
adéquation avec les données bibliographiques : peu de molécules sont connues pour inhiber
cette enzyme.

Il est possible de faire une corrélation entre 1’activité sur la SOD des extraits et le
genre de I’endophyte. Celle-ci est présentée dans le tableau 7.

Tableau 7: Corrélation possible entre le genre des endophytes et leur activité sur la SOD.

Activité anti- Pas d’activité anti- | Activité anti-O,~
SOD SOD
Endomelanconiopsis 8 1 1
Botryosphaeria 3 0 0
Colletotrichum 2 0 6
Annulohypoxylon 0 0 6

149



Les genres Endomelanconiopsis et Botryosphaeria présentent un interét particulier
vis-a-vis de notre étude, dans la mesure ou nous observons que la majorité des souches testées
appartenant a ces genres possédent une activité anti-SOD.

De plus, des souches d’Endomelanconiopsis ont été récemment retrouvées en grande
quantité (7 souches sur 19 isolées) dans Uncaria tomentosa (Rojas et al. 2008), une plante
médicinale trés utilisée en forét amazonienne péruvienne dans de nombreuses indications
comme anti-inflammatoire par exemple (NUfez et al. 2015).

Les genres Colletotrichum et Annulohypoxylon semblent quant & eux montrer une
activité majoritairement ciblée contre I’anion superoxyde. Cela indique la présence de
composés antioxydants vis-a-vis de I’anion superoxyde ou encore SOD-like. Afin de
confirmer cette hypothése il serait intéressant de suivre par RPE DP’activité de ces extraits en
utilisant le DMPO comme piégeur de spin. Ce composé donne un signal caractéristique avec
I’anion superoxyde. En paralléle, il faudrait doser I’H,O, produit au cours de la réaction
d’auto-oxydation du pyrogallol en absence et en présence d’extraits.

111.2.2 Résultats obtenus sur les souches d’intérét re-cultivées et discussion

Suite aux résultats obtenus sur les 86 échantillons d’endophytes, nous avons souhaité
re-cultiver 8 souches qui nous semblaient intéressantes au vu de leur activité sur la SOD.
L’identité des souches ainsi que leur activité sont retranscrites dans le tableau 8.

Dans l’optique de réaliser une ¢tude statistique permettant de relier D’activité des
souches d’endophytes a leurs profils chimiques, puis de déterminer et extraire les principes
actifs responsables de I’activité, nous avons procedé a la culture de 6 réplicas de chacune des
8 souches. Ainsi, nous avons obtenu une quantité de matiére suffisante pour étre exploitable.

Tableau 8: Noms et numéros des souches re-cultivées, associés a leur activité sur la SOD.

Pourcentage
Souche et numéro de 1’échantillon |d’inhibition de la SOD
Pestalotiopsis_1b : 68 20
Souche non identifiée : 73 18,95
sp07_Botryosphaeria : 74 20
sp05_Endomelanconiopsis : 83 23,16
sp05_Endomelanconiopsis : 85 34,74
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Souche et numéro de 1’échantillon

Augmentation de
I’activité SOD (%)

Souche non identifiée : 181 56,67
Annulohypoxylon : 184 80
Souche non identifiée : 186 51,67

Chaque extrait a été testé trois fois, au cours de trois expériences, autrement dit 9 fois
au total. Les résultats sont donnés en annexe IX.

Le tableau 9 ci-dessous présente les moyennes et écarts-types des résultats sur la SOD
de toutes les expériences réalisées sur les 6 réplicas des 8 souches re-cultivées (les valeurs

aberrantes ont été enlevées).
Tableau 9: Présentation des résultats obtenus sur les 6 réplicas des 8 souches d'intérét (40 pg/mL), en ce qui concerne la

SOD.

Ecart- Moyenn| Ecart- Moyenn| Ecart- Moyenn| Ecart-
Moyenne [type act| N° es act |type act es act |type act esact |type act
N° Ech. [sact SOD| SOD | Ech. SOD | SOD |N°Ech.| SOD | SOD |N°Ech.] SOD | SOD
68 (1) | 44,15 | 6,16 |73(1) | 50,75 | 855 | 74(1) | 61,33 | 6,54 |83(1) | 51,34 | 6,84
68 (2) | 53,07 | 1581 |73(2) | 55,05 | 2,92 |74 (2) | 55,63 | 11,99 | 83 (2) | 40,88 | 2,37
68(3) | 51,87 | 6,65 |73(3) | 48,46 | 12,51 | 74(3) | 56,77 | 11,07 | 83 (3) | 30,14 | 17,77
68 (4) | 42,75 | 7,37 |73(4) | 56,60 | 10,83 | 74(4) | 54,63 | 9,06 |83(4) | 51 | 14,89
68(5) | 4501 | 12,61 |73(5) | 53,54 | 14,21 | 74 (5) | 50,61 | 15,94 | 83 (5) | 37,37 | 5,73
68 (6) | 58,28 | 9,02 |73(6) | 63,31 | 10,59 | 74 (6) | 53,54 | 3,29 [83(6) | 37,5 | 5,04
85(1) | 6517 | 20,47 [181(1) | 38,73 | 35,04 [184 (1)| 50,70 | 9,21 [186 (1)| 51,61 | 1,85
85(2) | 47,85 | 12,11 [181(2) | 58,03 | 11,98 |184 (2)| 44,64 | 21,14 |186 (2)| 48,61 | 6,43
85(3) | 57,78 | 15,65 |181(3) | 56,16 | 11,02 |184 (3)| 51,42 | 17,11 [186 (3)| 46,81 | 4,54
85(4) | 53,18 | 16,63 |181(4) | 54,21 | 12,26 |184 (4)| 51,08 | 14,14 [186 (4)| 48,76 | 12,12
85(5) | 54,94 | 11,99 |181(5) | 53,56 | 7,99 |184(5)| 50,5 | 14,88 (186 (5)| 42,9 | 7,91
85(6) | 58,26 | 11,97 |181(6) | 49,60 | 9,56 |184(6)| 51,41 | 6,78 [186(6)| 44 | 858

Gélose | 46,96 2,98
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La présence d’une activité anti-SOD est a comprendre comme un pourcentage
d’inhibition de la SOD par I’extrait.

Le tableau 10 suivant, quant a lui, présente les résultats obtenus pour 1’activité anti-
oxydante des 6 réplicas des 8 souches d’intérét.

Tableau 10: Activité anti-oxydante des 6 réplicas des 8 souches d’intérét.

Moyenne Moyenne Moyenne
s act s act sact
Moyennes| Ecart- anti- | Ecart- anti- | Ecart- anti- Ecart-
act anti- | type act oxydante| type act oxydante| type act oxydante| type act
N° Ech. |oxydantes | anti-ox |N° Ech. S anti-ox | N° Ech. S anti-ox | N° Ech. S anti-ox

68 (1) 5,93 579 | 73@) | 658 | 257 | 74) | 858 | 376 | 83(1) | 422 | 185

68 (2) 514 10,57 | 73(2) | 9,50 2,67 | 74(2) | 861 293 | 83(2) | 13,43 4,00

68(3) | 1017 | 517 | 73@3) | 1589 | 221 [ 74@3) | 844 | 359 [83(@3) | 641 | 123

68(4) | 1073 | 904 | 73(4) | 1082 | 394 | 74(4) | 1005 | 1,83 | 83(4) | 1300 | 245

68 (5) 9,99 318 | 73(5) | 1064 | 208 | 74(5) | 1038 | 577 | 83(5) | 17,58 | 268

68 (6) 421 384 | 736) | 1133 | 39 | 746) | 819 | 333 | 83(6) | 11,85 | 445

85 (1) 9,50 264 |181(1)| 739 | 410 [1840)| 7,20 | 550 |186(1)| 10,29 | 2,24

85 (2) 8,07 230 [181(2)| 1028 | 1,17 |184(2)| 11,19 | 651 |186(2)| 924 | 1,59

85 (3) 9,54 478 |181(3)| 1086 | 1,93 [184(3)| 958 | 319 |186(3)| 11,99 | 4,10

85(4) | 1371 | 323 |181(4)| 1288 | 3,38 |184(4)| 974 | 2,02 |186(4) | 1027 | 7.12

85(5) | 11,88 | 213 |181(5)| 16,14 | 1,11 |184(5) | 1016 | 3559 |186(5) | 1576 | 2,08

856) | 1224 | 381 |181(6)| 11,79 | 1,07 |184(6)| 12,88 | 1,07 |186(6)| 941 | 343

Gélose 13,44 4,89

Les activités antioxydantes et anti-SOD des extraits sont calculées en fonction d’un
contr6le au méthanol. Le méthanol, solvant des extraits, étant le témoin négatif, ses activités
sont considérées comme nulles par définition.
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L’¢tude de ces résultats est tres intéressante, puisqu’elle montre les limites du test au
pyrogallol.

Premiérement, les écarts-types des résultats du test concernant les témoins ou les
extraits sont tous deux tres proches, environ égaux a 6.9. Ceci tend a prouver que le test n’est
pas significatif: il n’y a pas de différence statistique entre les valeurs obtenues. La
constatation est la méme pour les activités antioxydantes.

En second lieu, ce test indiquerait que la gélose seule (témoin négatif) présenterait une
activité anti-SOD. Méme si cela s’avérait vrai étant donné sa composition en cuivre par
exemple, I’écart-type obtenu pour ce résultat est trop élevé pour que nous puissions en tenir
compte.

Enfin, les résultats obtenus pour cette seconde campagne d’expériences sont différents
de ceux obtenus lors du premier screening. Ceci pourrait s’expliquer par la variabilité
culturale des endophytes ou encore la différence de polarité des solvants avec lesquels ont été
repris les extraits. Cependant, I’hypothése d’une sensibilité du test au pyrogallol en micro-
plaques trop faible est plus plausible étant donné le contexte et les conclusions précédentes.

Ces résultats peuvent étre un peu mieux visualisés sur la figure 88. Nous voyons que
les barres d’erreurs associées aux résultats, tant en ce qui concerne I’activité anti-SOD
qu’anti-oxydante, sont souvent plus grands que les valeurs méme de ces moyennes.

Moyenne-0OX

Moy-50D

0 4 ‘ | | . I . I - n i - I i3 I . . I .
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Figure 88: Graphiques permettant de visualiser, sur les 6 réplicas des 8 souches et la gélose, les moyennes des activités anti-

oxydantes (Moyenne-OX, encart du haut) associées a leurs écarts-types, ainsi que les activités anti-SOD (Moy-SOD, encart
du bas) associées a leurs barres d’erreurs (logiciel SIMCA)
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Une étude statistique plus poussée, réalisée grace au logiciel SIMCA P14.0, confirme
cette hypothése. SIMCA P14.0 est un logiciel de statistique permettant une analyse
multivariée des données. On obtient ainsi une vue d’ensemble des données, agencées entre
elles de facon a discriminer leurs disparités mais aussi les liens qui les unissent.

Sur la figure 89 sont représentés les six réplicas des huit souches re-cultivées, associés
a leur activité vis-a-vis de la SOD. Nous voyons qu’aucun groupe d’échantillons ne se
démarque des autres : il n’y a donc aucun lien discriminant entre les données. Les réplicas des
souches ne sont pas non plus regroupés, ce qui ne peut s’expliquer par la seule variabilité
culturale des endophytes. Nous nous situons donc dans le bruit de fond de ce test.
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Figure 89: Etude réalisée a I'aide du logiciel SIMCA par Dr. Guillaume Marti.

111.2.3 Résultats obtenus sur les souches d’intérét re-cultivées et testées a 160 pg/mL et
discussion

Afin d’essayer de sortir du bruit de fond, il est décidé de tester les souches dans les
mémes conditions, mais a une concentration plus élevée, a savoir 160 pg/mL.

Il n’y avait pas assez de matic¢re pour re-tester tous les échantillons 3 fois, a 3 reprises,
a cette concentration. 1l a donc été décide de rassembler tous les réplicas des souches. Pour la
méme raison, la souche 186 n’a pas pu étre re-testée.
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Un témoin au méthanol a été utilisé (voir figure 90). La cinétique de la réaction semble
correcte : la reproductibilité est bonne puisque le coefficient de corrélation (R?) est trés proche

de 1. Chaque point de la droite est calculé d’aprés la moyenne des 3 points obtenus.
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Figure 90: Cinétique de réaction du témoin au méthanol, en présence et absence de SOD.

I1 en est de méme lorsque 1’on rajoute les extraits (voir figure 91).
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Figure 91: Cinétique de réaction du pool 1 de la souche 83, a 160 pug/mL, en présence et absence de SOD.
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Tout comme pour le calcul des activités des réplicas des huit souches a 40 pg/mL, les
activités antioxydantes et anti-SOD des extraits sont calculées en fonction de celles du
méthanol. Le méthanol étant le témoin négatif ses activités sont considérées comme nulles par

définition.

L’ensemble des résultat est présenté en annexe X.

Le résultat des tests statistiques est présenté dans le tableau 11 suivant :

Tableau 11: Résultats statistiques du test au pyrogallol sur les pools de souches testées a 160 pg/mL.

% de % de
I'activité ['activité % de
moyenne | moyenne | Ecart-type | I'activité
Numéro anti- pro- activité moyenne | Ecart-type
des oxydante oxydante anti- anti-SOD activité
souches (%) (%) oxydante (%) anti-SOD
68 16,25 22,13 56,10 13,86
73 5,53 6,44 20,30 28,30
74 11,13 6,69 67,93 16,72
83 4,10 3,20 40,13 8,41
85 2,30 9,35 6,90 5,31
181 28,57 21,60 71,00 21,07
186 46,80 16,44 99,30 68,59

Les écarts-types associés aux moyennes sur trois points des activités antioxydante,

pro-oxydante et anti-SOD sont trés élevés. Par ailleurs, de nombreuses mesures n’ont pas
donné de droites de corrélations exploitables, et donc les moyennes ne se font pas toujours sur
3 points.

Nous en concluons que 1a encore, le test n’est pas fiable et n’est pas au point. Afin de
résoudre ce probléme, il faudrait revoir les conditions expérimentales. Chaque composant de
ce test est susceptible d’entrainer des variations d’absorbance : des différences dans les
concentrations de SOD et de pyrogallol existent d’une expérience a ’autre et pourraient, bien
qu’elles soient lissées par le fait que les calculs sont faits en fonction des témoins, entrainer
des variations d’absorbance. De plus, les conditions de pH ou de température varient
legerement, malgré le fait que les solutions et la température du lecteur de plaques soient
standardisees.
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IV. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons tenté de mettre au point un test in vitro rapide, efficace et
peu codteux, utilisable en routine, afin de mettre en évidence I’activité d’échantillons sur la
superoxyde dismutase.

En nous appuyant sur les données bibliographiques, nous avons tenté successivement
cette mise au point sur :
- un systéme xanthine/xanthine-oxydase fonctionnant avec le cytochrome C,
- un test chimique utilisant le WST-1 en tant que révélateur colorimétrique,
- un test utilisant le MitoSOX™ Red, un réactif fluorescent,
- un test chimique d’auto-oxydation du pyrogallol en milieu basique.

La recherche d’une activité anti-SOD sur le test au cytochrome C s’est effectuée sur
des extraits de plantes tunisiennes (Ormenis africana et Ormenis scariosa).

Les extraits de champignons endophytes ont été analysés au cours de trois campagnes
de tests sur le test au pyrogallol :

- la premiere a consisté en un screening rapide de 197 souches. Cela a permis de
sélectionner 8 souches qui semblaient posséder une activité sur la SOD.

- Apres une re-culture suivie d’une extraction de six réplicas de ces 8 souches, chaque
réplica a été testé a une concentration de 40 pg/mL. Les résultats ont mis en évidence
le fait que les variations d’absorbance du pyrogallol ne sont pas assez fortes pour
permettre une discrimination entre le bruit de fond du test et une activité de la SOD.

- Une derniere série de mesure réalisée a plus forte concentration (160 pg/mL) sur un
pool par souche des échantillons n’a pas obtenu plus de succes.

Pour résumer cette partie, nous dirons que pour I’instant, aucun des tests décrits n’a
démontré les qualités recherchées au niveau de la sensibilité ou de la spécificité vis-a-vis de
I’anion superoxyde.

Aucun ne semble assez sensible ni congu pour les colorations trés importantes des
extraits.

De plus, les systemes di-enzymatiques risquent d’entrainer des faux-positifs, ce qui
n’est pas compatible avec un test de routine.

Enfin, des systemes plus simples et théoriquement plus sensibles, tels que ceux
utilisant la fluorescence, ainsi que ceux impliquant un systeme a deux enzymes, ont un co(t
trop éleve.

Aucun de ces tests ne donne donc, dans cette forme, de résultats satisfaisants
permettant de déterminer 1’activité anti ou pro-SOD dans un extrait. Nous travaillons donc sur
des approches différentes.
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V. Perspectives

La recherche d’un test de détection de I’activité de la SOD s’oriente a présent sur deux
axes : le premier consiste a expérimenter le test au pyrogallol sur des cuves en quarts de 2 mL,
le second est une méthode mettant en ceuvre la recherche d’adduits de la SOD par LC-MS.

Si ces techniques ne montrent pas non plus leur efficacité, d’autres solutions
pourraient étre envisagées, comme celle de la culture cellulaire couplée a un test au
MitoSOX™,

V.1.1 Test au pyrogallol en cuve de 2 mL

Le test historique au pyrogallol fait intervenir 1’utilisation de cuves de 2 mL et non de
micro-plaques de 96 puits. Puisque ces derniéres n’ont pas donné de résultats utilisables, nous
avons décidé de déterminer I’activité anti-SOD des extraits dans les cuves de 2 mL.

Chague échantillon a été testé trois fois sans SOD, afin de déterminer son activité anti-
oxydante, et trois fois en présence de SOD, afin de déterminer son activité vis-a-vis de la
SOD.

Les résultats sont en cours d’obtention a ce jour.

V.1.2 Recherche d’adduits de la SOD par LC-MS

Une nouvelle technique de détection d’inhibiteurs de la SOD est en cours
d’élaboration dans 1’équipe « Chimie des Substances Naturelles: Isolement-Structure-
Synthése et Chimiothérapie Anti-parasitaire » de 1’université Paris Sud, par 1’équipe du Dr
Alexandre Maciuk.

Elle est basée sur le principe suivant : I’extrait contenant un potentiel inhibiteur est mis
en contact avec la SOD. Si un inhibiteur est présent, il se fixera sur la SOD. L’extrait est
étudié par une méthode de LC-MS permettant de mettre en évidence ces complexes enzyme-
inhibiteur. De plus, cette méthode a la particularité de déterminer la force de la liaison, et
donc la nature de I’inhibition (spécifique ou non spécifique), grace a I’étude de la dissociation
du complexe par collision différentielle a intensité croissante.

Cette méthode a été utilisée avec succes dans le screening de molécules antipaludiques
se liant a I’héme (voir figure 92) et inhibant de ce fait la formation de cristaux d’hémozoine.
Pour rappel, I’hémozoine est I’assemblage d’héme en cristal. Ce mécanisme permet de
détoxifier I’héme, produit de dégradation de I’hémoglobine, toxique pour le parasite.
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La stabilité du dimere de I'néeme est étudiée avant et apres ajout de la drogue (ici
I'artémisinine) par la mesure de I'énergie nécessaire a la dissociation du complexe. On voit sur
la figure 92 qu'apres l'ajout d'artémisinine, I'énergie nécessaire a la dissociatin du dimere
diminue de 195 & 150 V. 1l s’agit donc bien d’un inhibiteur de la formation d’hémozoine.
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Figure 92: La stabilité du dimére d’heme est étudiée avant et apres ajout de la drogue (ici I'artémisinine) par la mesure de
I'énergie nécessaire a la dissociation du complexe (Mufioz-Durango et al. 2012).

Ces deux méthodes devraient permettre de déterminer de facon efficace, rapide et
sensible la présence ou 1’absence d’inhibiteurs de la SOD. Cette information nous permettra
de compléter 1’étude métabolomique des extraits d’endophytes avec la mise en place d’un

réseau de travail moléculaire.
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Le but de ce travail de thése était de rechercher de nouvelles molécules inhibitrices de
la SOD dans des extraits de substances naturelles. Cette enzyme majeure du stress oxydant
étant impliquée dans de nombreux mécanismes de défense des cellules cancéreuses contre
I’apoptose représente une voie thérapeutique d’avenir.

Peu d’inhibiteurs de la SOD sont connus a ce jour.

Afin de maximiser nos chances de trouver des structures originales de composés
inhibiteurs de la SOD, nous avons choisi de travailler avec les substances naturelles et plus
particulierement avec les champignons endophytes. Ces micro-organismes produisent la
majorité des métabolites d’intérét des plantes qui les hébergent, en particulier des substances
de défense. lls possedent donc un éventail trés riche de molécules d’intérét pharmaceutique,
peu caractéerisées a ce jour. Cette étude vise a apporter des connaissances pharmacochimiques
supplémentaires sur ces organismes.

Ce travail de theése a d’abord porté sur 1’isolement, la culture, 1’identification,
I’extraction et la caractérisation des souches de champignons endophytes provenant de plantes
péruviennes.

Le but de cette analyse était de caractériser spectralement (spectres UV-visibles,
CCM) et par spectrométrie de masse ces extraits.

Les analyses statistiques effectuées sur les résultats obtenus en HPLC ont confirmé les
problémes de variabilités qualitative et quantitative pouvant étre rencontrés au cours de la
culture des endophytes et décrites dans la littérature.

Afin de palier & ce probleme, les extraits provenant des réplicas d’une méme souche
ont été rassemblés pour I’analyse ultérieure des données pharmacochimiques.

Cependant, ces variabilités étant majoritairement dues aux conditions de cultures, il
serait intéressant de les optimiser et rationnaliser, par exemple par un meilleur contréle des
conditions de culture (nature des milieux, maitrise des conditions d’oxygénation, etc.)

La seconde partie expérimentale a porté sur la recherche de furocoumarines dans les
extraits obtenus.

En effet, cette famille de molécules est intéressante car elle contient potentiellement
des inhibiteurs de la SOD pouvant agir a deux niveaux : par un effet direct sur I’enzyme ou en
tant que molécules photoactivables.

Nous avons donc tenté de dérépliquer ces composés dans les extraits d’endophytes au
cours de deux stratégies de spectrométrie de masse.

La premiere stratégie a été réalisée en LC-HRMS a I’aide d’un QTOF. Les données de
masse (masse exactes et fragmentation MSF) ont été traitées par divers logiciels (MZmine,
MS-DIAL, MS-FINDER). Ce traitement a abouti a I’identification de deux furocoumarines, la
5-Methyl-4H-furo[2,3-b][1]benzopyran-4-one et la déhydropachyrrhizone.
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Une seconde série d’analyses a été réalisée a ’aide d’un OrbiTrap équipé d’un
détecteur a barrette de diodes et faisant de la fragmentation « data-dépendante » (MS/MS).
Les données de masse et les spectres UV ont été analysés par MZmine et Xcalibur.

Nous avons ainsi pu identifier quatre autres furocoumarines : 1’Ochrocarpine A, la
Moellendorffiline, I’ Anisolactone et I’ Anhydrorutarétine

Tous les résultats présentés ont été obtenus apres analyse des échantillons en mode
d’ionisation négatif. Nous avons choisi ce mode, plus sélectif que le mode positif, afin de
diminuer la trop grande quantité de molécules détectée dans les extraits bruts.

Ce travail a donc a priori permis I’identification de six furocoumarines. La
complémentarité des deux appareils pour la recherche de composeés est ici bien illustrée. Il
s’agit 1a d’une identification de premiére intention, qui devra étre confirmée par 1’étude des
extraits en mode d’ionisation positif, la co-injection de standards ou encore la purification et
I’analyse par RMN.

Les deux stratégies de recherche de furocoumarines, a ’aide d’'un QTOF et d’un
OrbiTrap s’averent complémentaires.

La souche 85 a, en parallele de ce travail, été re-cultivée a grande échelle et extraite.
Elle est en cours de fractionnement.

Afin de compléter cette approche métabolomique et identifier les molécules
inhibitrices de la SOD, il est nécessaire de mettre au point un test permettant d’évaluer de
facon fiable cette activité.

Nous avons donc tenté de mettre au point un test rapide, peu colteux et réalisable en
routine. Cependant cette mise au point nous confronte a deux problémes majeurs : la forte
absorbance des extraits dans les longueurs d’onde d’utilisation des tests et la dilution extréme
des molécules inhibitrices recherchées dans les extraits totaux.

Nous avons sélectionné le test au pyrogallol afin de rechercher 1’activité biologique
des extraits d’endophytes sur la SOD. Mais ce test n’a pas démontré les qualités recherchées
tant au niveau de la sensibilité que de la reproductibilité; malgré les différentes campagnes de
mise au point. Ce probléme peut étre di a la nature du test lui-méme ou aux différents
échantillons testés.

Nous orientons a present les recherches vers des approches différentes, tel que
effectuer les tests a des volumes supérieurs ou encore la recherche directe d’adduits sur la
SOD par LC-MS.

Ces deux méthodes devraient permettre de déterminer de facon efficace, rapide et
sensible la présence ou I’absence d’inhibiteurs de la SOD. Cette information nous permettra
de compléter 1’étude métabolomique des extraits d’endophytes avec la mise en place d’un
réseau de travail moléculaire.
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Cela étant, il serait aussi intéressant de tester les extraits et les furocoumarines pures
commerciales sur d’autres modeles biologiques, tels que des cellules cancéreuses,
polymérisation du peptide B amyloide, anti-parasitaires, anti-fongiques, insecticides....
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CHAPITRE V : MATERIEL ET METHODE
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Matériel et méthode du chapitre Il : EXTRAITS ETUDIES

.1.1 Culture des endophytes

Le milieu de culture utilisé est le MEA- (Malt Extract Agar sans antibiotiques).

Ce mélange est passé a I’autoclave afin d’éliminer toute contamination microbienne.

Il est coulé a chaud dans des boites de Pétri et peut étre ensemenceé immediatement
apres refroidissement ou conserve en chambre froide, toujours en conditions stériles.

L’ensemencement se passe sous une hotte a flux laminaire. Tout le matériel entrant

/////

usage unique, les géloses sont ensemencees en 3 points.

Cette opération terminée, tous les endophytes ont été cultivés durant 14 jours, dans
une étuve a 28°C.

1.1.2 Repiquage

Le repiquage se fait en milieu strictement stérile, sous une hotte a flux d’air et en
milieu stérile.

La culture se fait sur milieu MEA-, pendant 14 jours et dans une étuve a 28°C, comme
lors des premiéres cultures.

1.1.3 Conservation des souches

Chaque échantillon provenant des souches repiquées a été conservé dans quatre cryo-
tubes. Deux contiennent 1’échantillon dans de I’eau, les deux autres dans de 1’eau avec 30%
de glycérol.

Ces cryo-tubes sont gardés a -80°C.

1.1.4 Préparation des extraits

Deux séries d’extractions ont été faites. La premiere concernait les 197 souches
d’endophytes, destinées au screening rapide de leur activité sur la SOD ; la seconde les 6
réplicas de 8 souches ayant montré une activite vis-a-vis de la SOD.

Les 8 souches ont été choisies pour leur forte activité activatrice (5 souches) ou
inhibitrice (3 souches) sur la SOD.
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La méthode d’extraction a été la méme dans les deux séries d’échantillons.

Les géloses sur lesquelles ont été cultivés les endophytes ont été coupées en morceaux,
mises en sachet et congelées a -80°C afin de les conserver.

A leur sortie du congélateur, elles sont agitées doucement pendant 15 heures dans 700
mL d’acétate d’éthyle, a température ambiante.

Apres ces 15 heures, elles sont mises dans un bain a ultrasons pendant 30 minutes.

La phase organique est ensuite sechée par du sulfate de magnésium anhydre et filtree
sur papier filtre. Le filtrat est récupéré et I’acétate d’éthyle est évaporé au Rotavapor.

Pour la premiére série d’échantillons, les extraits ont été repris dans 1’acétate d’éthyle,
tandis que dans le cas de la seconde série, les extraits ont été repris dans le méthanol. La
raison en est que les échantillons doivent étre dissous dans le méthanol lors des expériences
de HPLC menées pour les études de métabolomique. Il est donc important, pour éviter tout
biais, de solubiliser les échantillons dans le méme solvant a la fois dans le test de 1’activité sur
la SOD et dans les expériences d’HPLC. Nous travaillons ainsi avec les mémes molécules et
sommes en mesure d’effectuer une corrélation entre I’activité biologique et le profil HPLC.
De plus, les extraits ont été trouvés plus solubles dans le méthanol que dans ’acétate d’éthyle.
Il'y a ainsi moins de pertes lors de la reprise des échantillons.

Dans les deux cas, les extraits repris sont mis dans des flacons tarés, puis le solvant est
laissé a évaporer sous la hotte, a température ambiante. Apres sechage, le flacon est repesé
afin de connaitre la masse de 1’extrait.

Il a été décidé de préparer les échantillons a une concentration de 10 mg/mL lors des
extractions d’extraits destinés au screening rapide (voir figure 93).

Figure 93: Echantillons destinés au screening rapide de 1’activité sur la SOD.

Nous avons cependant rencontré un probléme tout a fait imprévu : durant le laps de
temps entre la mise en solution de 1’échantillon et le test de ’activité (environ un mois), de
I’acétate d’éthyle s’est évaporé des vials. Il est donc inexact de considérer que la
concentration finale dans le vial est rigoureusement de 10 mg/mL.
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Pour la seconde campagne d’extraction, qui concernait les réplicas des souches
d’intérét, la concentration dans les vials a été calquée sur celle utilisée pour I'HPLC, a savoir
5 mg/mL. De plus, les extraits n’ont pas été repris dans ’acétate d’éthyle, mais dans le
méthanol. Ceci permet en effet d’éliminer un biais dans I’analyse des données : les extraits
sont dissous dans le méthanol, que ce soit lors du test biologique ou lors de 1’analyse en
HPLC.

Récapitulatif des différents extraits préparés :

- 197 extraits de souches connues pour la plupart, repris dans ’acétate d’éthyle, pour
procéder a un screening rapide de 1’activité d’un grand nombre de souches,

- 8 souches ayant potentiellement montré une activité sur la SOD, repiquees 6 fois
chacune (pour une plus grande quantité d’extrait récolée), reprises dans le méthanol.

1.1.5 Méthode HPLC pour I’étude de la variabilité des endophytes

La méthode d’HPLC utilise une colonne kinetex 100 x 2.1 mm (2.6 um), chauffée a 40
°C et un détecteur a temps de vol (Alliance-QTOF premier). La détection a été réalisée pour
les molécules de 100 a 1200 Da.

La phase mobile est constituée d’eau contenant 0.1% d’acide formique (phase A) et
d’acétonitrile additionné de 0.1 % d’acide formique (phase B) en proportions variables. La
vitesse de la phase mobile est de 0.45 mL/min. Les variations de proportions des phases A et
B sont présentées dans le tableau ci-dessous (tableau 12) :

Tableau 12: Conditions d'analyse en LC-HRMS

Temps (min) % A % B
0 95 5
0.5 95 5
10 2 98
12 2 98
12.55 95 5
15 95 5

La tension du capillaire est de 2.7 kV, celles des cones d’échantillon et d’extraction
respectivement de 40 et 3 kV.
Les températures de la source et de désolvatation sont respectivement de 120 °C et 400

°C.

Le débit de gaz dans le cone est fixé a 30 L/h, celui de desolvatation a 750 L/h.
Enfin, I’énergie de collision est de 6 eV et le débit du gaz de collision est de 25 L/h.
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1.L1.6 CCM

Afin d’obtenir des résultats reproductibles quantitativement, nous avons utilisé un
déposeur d’échantillons (CAMAG AUTOMATIC TLC SAMPLER 4) pour déposer les
extraits d’endophytes sur les plaques de silice. Les dépots sont tres fins.

Les plaques sont mises a migrer dans un melange de chloroforme et de méthanol
respectivement a 95 et 5 %. La qualité de la séparation est tres bonne.

Les plaques sont observées a 254 et 366 nm ainsi qu’en lumiére visible. Pour cette
derniére condition, les plaques sont pulvérisées avec de la vanilline sulfurique puis chauffées
a I’aide d’un pistolet a air chaud.

La vanilline sulfurique est un réactif universel, qui permet de visualiser apres
chauffage et a I’aide de taches de différentes couleurs et intensités les composés séparés sous
lumiere visible. 11 peut étre préparé a I’avance et conservé a 1’abri de la lumiére. Pour cela, il
faut ajouter 1 g de vanilline a 90 mL d’éthanol & 96 %. Puis 10 mL d’acide sulfurique sont
ajoutés goutte a goutte au mélange (il se produit alors une réaction exothermique pouvant
entrainer 1’explosion de la solution).

Il.  Matériel et Méthode du chapitre I11: Etude des extraits en LC-HRMS

11.1 Profil LC-HRMS des extraits

11.1.1 Appareillage

L’appareil utilisé est un UPLC-UV-QTOF-I\/ISE (QTof 1, Waters, MA, USA), avec
une source d’ionisation électro-spray (ESI).

La partie chromatographique a été obtenue grace a une colonne UPLC BEH C18
Acquity (100 x 2.1 mm i.d., 1.7 um, Waters, MA, USA), précédée d’une pré-colonne.

11.1.1.1 Conditionnement de la colonne

La phase mobile est constituée d’eau contenant 0.1% d’acide formique (phase A) et
d’acétonitrile (phase B) en proportions variables. La vitesse de la phase mobile est de 0.4
mL/min. La température est fixée a 45 °C.

Les variations des phases A et B dans les conditions d’analyse sont les présentées dans
le tableau ci-dessous (voir tableau 13) :
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Tableau 13: Conditions d'analyse en LC-HRMS

Temps (min) % A % B
0a0.5 98 2
05a4 80 20
4312 2 98
12415 2 98

15a155 98 2
155a19 98 2

11.1.1.2 Conditions d’analyse

L’ionisation a été effectuée selon les conditions suivantes : le voltage du capillaire est
fixé a 2.5 pour le mode ionisation négative et 3 kV pour le mode positif, avec un voltage au
niveau du cbéne d’ionisation de 30 V, une température de désolvatation de 450 °C, la
température de la source est de 130 °C et la vitesse du gaz de desolvatation de 1000 L/h.

La détection a éeté réalisée a 254 nm par un détecteur UV et en spectrométrie de masse
a temps de vol (TOF-MS), en mode ESI positif et négatif, pour chaque échantillon.

En ce qui concerne la fragmentation pour les scans de MS/MS, 1’énergie de collision
varie de 20 a 50 eV.

Enfin, la gamme de masses détectées varie de 100 a 1200 Da, avec un temps de scan
de 0.1s.

11.1.1.3 Injection

Le volume d’injection de chaque échantillon est de 2 pL. Afin d’assurer la bonne
conservation des échantillons, ceux-ci ont été gardés a 10 °C pendant toute la durée des
analyses.

Dans le but de s’assurer du bon déroulé des analyses, nous avons utilisé une lock
masse, la leucine enképhaline, a une concentration de 400 pg/pL avec un débit de 7 pL/min.

Enfin, la MS a été calibrée en utilisant du sodium formate.

1.2 Recueil et analyse des données

11.2.1 Alignement des pics des pools des 8 souches par MZmine

Les profils UPLC-QTOF-MS des échantillons des pools des 6 réplicas des 8 souches
en mode ESI négatif ont été analysés par MZmine-2.20. De plus, un mélange a parts égales de
tous les échantillons est injecté en plus des échantillons, ce qui permet de vérifier la
reproductibilité de la mesure.
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Les chromatogrammes ont été coupés de 0 a 2 min puis de 15 a 18 min, afin de ne
conserver que la partie de 2 a 15 min. De méme, afin de diminuer le bruit de fond, il a été
décidé de ne garder que les pics dont I’intensité dépassait 3000 UA. Les masses détectées se
trouvent dans un intervalle allant de 100 a 1200 Da. Comme 1’analyse a été faite en haute
résolution, la tolérance dans la variation de la masse a été fixée a 0.1 ppm.

L’algorithme permettant la détermination des pics est le GridMass 2D. Il permet une
meilleure discrimination des différents pics en fonction de leur masse/charge et de leur temps
de rétention que la plupart des autres logiciels (Trevifio et al. 2015).

L’intensité minimale d’un pic est de 400 et la durée d’un pic de 0.06 a 0.35 minutes.

Les pics ont été alignés entre eux, avec une tolérance de 0.1 min pour le temps et 5
ppm pour la masse. Les adduits et les complexes ont été éliminés de la liste de pics finale.

Une liste a été créée a partir du Dictionary of Natural Products (DNP) de juin 2016,
comprenant toutes les furocoumarines identifiées dans des substances naturelles. Cette liste
prend en compte certaines informations, comme la source biologique des furocoumarines, leur
masse exacte a laquelle on soustrait la masse exacte d’un proton, leur formule chimique et
leur formule brute. Afin de construire le tableau de fagon a ce qu’il soit reconnu par MZmine-
2.20, il faut ajouter une colonne mentionnant un temps de rétention égal a 0 pour toutes les
masses (voir tableau 14).

Tableau 14: Exemple de tableau construit a partir du Dictionnary of Natural Products pour trois composés: le psoraléne, le
bergaptene et la magcoumarine.

Source biologique Masse exacte - Temps de Formule Formule
Masse exacte rétention chimique brute
d’un H'
Isol. from Psoralea corylifolia, 185.024415 0 Psoralen C11H603

Ficus salicifolia, Heracleum
leskovii, Ruta chalepensis,
Dictamnus hispanicus, etc. Found
in common vegetables, e.g.
parsnip, celery esp. if diseased

Constit. of bergamot oil (Citrus 201.01933 0 Bergaptol C11H604
bergamia). Also from various
other Citrus spp., Ficus religiosa
and Ficus infectoria

Constit. of the stem bark of 233.045545 0 Mangcoumarin | C12H1005
Mangifera indica var. Dusehri

Cette liste de pics est ensuite comparée a la liste de pics alignés dans MZmine-2.20.
Les pics dont la masse correspond a des furocoumarines connues dans le DNP sont ainsi
identifiés, sous réserve que leur fragmentation en MS/MS soit cohérente.
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11.2.2 Alignement des pics des pools des 8 souches par MS-DIAL

Les profils UPLC-QTOF-MS des échantillons des 6 réplicas des 8 souches en mode
négatif ont aussi été analysés par MS-DIAL 2.26, afin de croiser les méthodes d’identification
des furocoumarines présentes dans les extraits.

Le logiciel a été paramétré de la méme facon que MZmine-2.20, a savoir : la partie
conservée des chromatogrammes s’étend de 2 a 15 min et le bruit de fond a été¢ déterminé a
3000 UA pour la MS et 300 pour la MS/MS. L’intervalle des masses détectées s’étend de 100
a 1200 Da. La tolérance de variation dans la masse detectée est de 0.01 ppm pour la MS1 et
de 0.05 ppm pour la MS/MS, en mode centroide.

Enfin, les pics ont été alignés entre eux, avec une tolérance de 0.1 min pour le temps et
0.025 Da pour la masse. Les adduits et les complexes ont été éliminés de la liste de pics
finale.

11.3 Identification de molécules d’intérét

De nombreux logiciels permettent une identification de molécules a partir de leur
fragmentation. Dans le cadre de ces travaux, nous avons utilisé MS-FINDER et CFM-id, deux
logiciels accessibles librement en ligne.

11.3.1 Par MS-FINDER

La liste de pics a été analysée par MS-FINDER 1.76. Ce logiciel a été paramétré de
facon a ce que la prédiction de la formule chimique ne se fasse qu’en intégrant trois atomes :
le carbone, I’hydrogéne et I’oxygéne. La tolérance de masse est de 10 ppm et la tolérance
pour déterminer si un pic appartient a un massif isotopique est de 20 %.

Nous avons intégré la base de données du Dictionary of Natural Products (version juin
2016), en y ajoutant les InChIKey, les «short InChlKey » et les SMILES. Le tableau 15
donne un exemple de la fagon dont les données doivent étre organisées afin d’étre reconnues
par MS-FINDER.
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Tableau 15: Exemple de tableau construit a partir du Dictionnary of Natural Products pour trois composés: la mammeéarine A,
la mangcoumarine et la bergamotine, afin d’identifier des molécules a 1’aide de MS-DIAI.
Short PubChem Exact
RT Title InChiKey InChiKey CID mass | Formula | SMILES
InChI=1S/C12H1005/c1- | XJDRAE
Mangcou 5-4-7-8(13)6-2-3-16- DTSZWI
marin 10(6)9(14)11(7)17- BQ-
12(5)15/h4,13-14H,2- UHFFFA 234.052 | C12H10
571 3H2,1H3 OYSA-N N/A 825 05 N/A
InChI=1S/C22H2605/c1-
6-12(5)19(24)18-
20(25)13(9-8-11(3)4)21- | UIUQJKP
12,57/ Mair:rzear 17-14(15(7-2)26-21)10- | WTIMLD
7,14/7, 16(23)27- M-
46/8,2 22(17)18/n8,10,12,15,25 | UHFFFA 370.178 | C22H26
8 H,6-7,9H2,1-5H3 OYSA-N N/A 025 05 N/A
InChI=1S/C23H2605/c1-
5-25-17(12-15(2)3)13-
Bergamott 16(4)8-10-27-23-18-6-7-
in- 5. 22(24)28-21(18)14-20- | HUIKFG
Etf;oxy 19(23)9-11-26-20/h6- YKROO
9,11- MLM-
12,14,17H,5,10,13H2,1- | PXNMLY 382.178 | C23H26
12,31 4H3/b16-8- ILSA-N N/A 025 05 N/A

MS-DIAL fournit une liste de composés avec leurs identifications potentielles,
associees a la différence de masse (en PPM) observée par rapport a la masse expérimentale et
au score isotopigque expérimental. Ces informations permettent de classer les identifications en

fonction de leur adéquation avec I’expérimentation.

11.3.2 Par CFM-id

CFM-id est un logiciel de fragmentation in silico, c’est-a-dire qu’il calcule la
fragmentation théorique d’une molécule.
Ce logiciel est accessible en ligne (cfmid.wishartlab.com). Il nécessite seulement
d’entrer le code InChIKey associé a la molécule (correspondant a sa structure développée). Le
résultat se présente sous la forme d’une série de fragments, qu’il suffit de comparer avec ceux
obtenus expérimentalement.
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1.1 Vérification de I’identité des molécules par UV

11.1.1 Profils UHPLC-DAD-FTMS-MS/MS des extraits

Puisque nous n’avons pas pu déterminer avec certitude 1’identit¢ des molécules
données par MZmine, nous nous sommes aidés de leurs spectres UV, dans la mesure ou ces
derniers sont caractéristiques chez les furocoumarines.

La chaine UPLC est une chaine ThermoFisher Scientific U3000, avec une pompe
HPG3400RS, un passeur automatiqgue WPS-3000T RS, un four a colonne TCC3000 et un
détecteur a barrette de diodes DAD3000. La colonne est une colonne WATERS Acquity
UPLC BEH C18 1.7 um (2.1 x 100 mm). La température de la colonne a été fixée a 45 °C.

Le spectrométre de masse est un LTQ-Orbitrap XL ETD (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA).

Le débit de la phase mobile est de 0.4 mL/min. L’¢luant A est de I’eau contenant 0.1
% d’acide formique, et 1’éluant B de 1’acétonitrile avec aussi 0.1 % d’acide formique.

Le gradient utilisé dans le protocole des analyses par I’OrbiTrap est le suivant (voir
tableau 16):

Tableau 16: Gradient utilisé dans la méthode LCMS.

Temps %A %B
0 98 2
0,5 98 2
4 80 20
12 2 98
15 2 98
15,5 98 2
19 98 2

Les échantillons analysés sont ceux des pools des souches 73, 181 et 184. En effet,
seuls ces échantillons étaient en quantité suffisante. Ils sont dilués dans du méthanol, a une
concentration de 10 mg/mL. Un pL est injecté dans la colonne.

11.1.2 Alignement des pics des pools des 8 souches par MZmine
Les profils UPLC des pools des 6 réplicas des souches 73, 181 et 184 en mode ESI
négatif ont été analyses par MZmine-2.20. lls ont été comparés a un blanc solvant.

Seule la partie allant de 0.3 & 14 minutes a été conservée. De méme, afin de diminuer
le bruit de fond, il a été décidé de ne garder que les pics dont I’intensité dépassait 3000 UA.
Les masses détectées se trouvent dans un intervalle allant de 100 a 2000 Da. La tolérance de
masse a éte fixée a 0.1 ppm.
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L’algorithme permettant la détermination des pics est le GridMass 2D (Trevifio et al.
2015).

La hauteur minimale d’un pic a été paramétrée pour étre d’une intensité minimale de
25 000 et la durée maximale d’un pic de 0.1 a 0.6 minutes.

Les pics ont été alignés entre eux, avec une tolérance de 0.1 min pour le temps et de 15
ppm pour la masse. Les adduits et les complexes ont été élimines de la liste de pics finale.

La liste de furocoumarines issue du Dictionary of Natural Products (DNP) utilisée
pour identifier les molécules dans la liste de pics des pools des 8 souches a été reprise.
Cette liste de pics est ensuite comparée a la liste de pics alignés dans MZmine-2.20.

11.1.3 Recherche des profils UV des molécules identifiées dans MZmine dans Xcalibur

La liste de pics issue de MZmine est téléchargée dans Xcalibur 3.0.
La tolérance de variation de masse est de 10 ppm.

11.2 Réseaux moléculaires

Les réseaux moléculaires ont été réalisés grace au GNPS et a Cytoscape, deux
logiciels libres téléchargeables en ligne.

11.2.1 GNPS

Les fichiers .mgf issus de I’analyse par MS-DIAL sont repris afin d’éliminer les
adduits éventuels, puis importés sur la plate-forme en ligne GNPS.

Puis les parametres sont optimisés de facon a obtenir un score radians le plus proche
possible de 0.6. Le score radians représente la ressemblance entre deux molécules.

Le nombre minimal de pics que deux molécules doivent partager pour étre affiliées est
fixé a 4.

La différence de masse tolérée pour différencier deux ions est de 0.01 Da. Ainsi,
seront considéré comme deux isomeres toutes molécules ayant une différence de masse
inférieure a 0.01 Da.

Enfin, la tolérance de différence de masse des fragments est de 0.1 Da.

11.2.2 Cytoscape
Les données du reseau obtenu avec le GNPS ont été importées sur Cytoscape-2.8.3, en

suivant le protocole donné sur le site du GNPS. Cytoscape permet simplement la visualisation
des réseaux creés par le GNPS.
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I1l. Matériel et Méthode du chapitre IV: Mise au point d’un test
enzymatique de détection de Pactivité de la SOD

I11.1 Protocole d’extraction des plantes Ormenis africana et Ormenis scariosa

La récolte a été faite a la période de floraison de la plante (c’est-a-dire au mois de
mai/juin) de I’année 2014.

Le séchage et le stockage ont été réalisés dans des conditions optimales afin d’éviter le
pourrissement et les moisissures.

Le protocole d’extraction a été réalisé comme expliqué ci-dessous.

L’extraction a concerné les sommités fleuries d’Ormenis africana et les feuilles
d’Ormenis scariosa, ceci dans I’optique d’obtenir une plus grande diversité de composés, et
donc de maximiser nos chances de trouver des molécules anti-SOD.

Pour chaque échantillon, 50 g de plantes séches finement broyées a 1’aide d’un moulin
a café électrique sont placés dans un mélange éthanol-eau (800mL-200mL), sous agitation
magnétique pendant 24h, a température ambiante.

Le mélange est ensuite filtré sur papier filtre et 1’éthanol est évaporée sous pression
réduite.

Enfin, I’échantillon est congelé puis lyophilisé et enfin conservé a -20°C. Il constitue
I’extrait brut.

I11.2 Mise au point du test xanthine/xanthine-oxydase
Ce test a été mis au point sur les extraits d’Ormenis.

Le test de réduction du cytochrome C a été adapté a partir de la méthode décrite par
McCord et Fridovich (J. M. McCord and Fridovich 1969) et revisité depuis par Kuthan et al.
(Kuthan, Haussmann, and Werringloer 1986). Ce test est réalisé en microplates de 96 puits
sous un volume réactionnel final de 250ul. Dans ces conditions les échantillons d’extraits
naturels sont mis en solution a une concentration finale de 0.2 mg/mL dans du tampon Tris 50
mM pH 8, en présence EDTA 0.04 mM, la xanthine et le cytochrome sont rajoutées
respectivement aux concentrations finales de 0.5 mM et 0,0118mM. La réaction est
déclencheée par addition de xanthine oxydase (50 mU/mL) dans les puits. La cinétique de
réduction du cytochrome C est suivie a 550 nm pendant 10 min.

L’évaluation de I’effet des échantillons sur I’activité¢ de la SOD est réalisée selon le
méme mode opératoire. Les échantillons en solution dans le tampon Tris 50 mM pH 8, EDTA
0.04 mM sont incubés a la température ambiante pendant 10 min en présence de SOD a la
concentration finale de 1 U/mL avant addition de la xanthine et du cytochrome C.
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L’¢évaluation de I’activit¢ SOD sur la réduction du cytochrome est réalisée en absence
d’extraits naturels, de méme que I’influence des solvants d’extration sur le test.

Nous avons choisi les concertrations des réactifs en fonction de deux critéres
principaux : I’absorbance finale, qui doit étre inférieure a 1, et la cinétique de la réaction, qui
doit étre de 10 minutes environ afin de permettre 1’obtention de suffisemment de points pour
la droite de régression indiquant 1’activité de la SOD. Pour cela, nous avons multiplié les
expérimentations, en faisant varier les concentrations de réactifs.

La concentration en SOD ne doit pas étre trop importante, afin de pouvoir détecter de
faibles quantités d’inhibiteurs.

Enfin, les échantillons ont été dissous dans le DMSO, puis le mélange réactionnel a été
réalisé dans une cuve en quartz de 1mL de volume.

Le spectre du blanc obtenu avec le cytochrome C et la xanthine seule est présenté dans
la figure 94 :
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Figure 94: Banc xanthine/cytochrome C.

Les échantillons ont été analysés grace au protocole suivant (voir tableau 17) :

Tableau 17: Protocole du test & la xanthine-oxydase.

Ech
H,O | Tris EDTA CytC Xanthine| SOD |Xox (DMSO)
14,6mg/mL=
Ci 200mM | 4mg/mL 1,18mM ImM  |30kU/mL| 3,33u/mL | 10mg/mL
0,146mg/mL
Cs 50mM |0,04mg/mL | =0,0118mM | 0,5mM | 30U/mL |50mU/mL |0.2mg/mL
V (uL)| 194 250 10 10 500 1 15 20
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Etant donné que la réaction est trés rapide, il s’agit de mettre le réactif, c’est-a-dire la
xanthine oxydase, au dernier moment.
La lecture de la réaction se fait a 550 nm.

Les résultats obtenus sur les Ormenis sont présentés dans le chapitre 1V.

I111.3 Mise au point du test WST

Nous avons utilisé et suivi le protocole du Kit Dojindo Molecular Technologies, Inc :
SOD Assay Kit-WST.

II est composé d’une solution de WST (Water Soluble Tetrazolium) et de xanthine,
d’une solution tampon et enfin d’une solution de xanthine oxydase. La solution de SOD n’est
pas fournie et doit étre préparée extemporanément. Il s’agit donc ici encore d’un systéme bi-
enzymatique.

Le test a été réalisé sur des plaques de 96 puits. Le volume final de la solution est donc
de 250 pL.

Une gamme de SOD a été mise au point afin de déterminer la concentration de SOD
optimale : celle qui permet d’atteindre 1’ICsp, a savoir 0.2 U/mL (voir figure 69).

Nous avons vérifié 1’absence d’interaction du test avec 1’acétate d’éthyle, solvant
utilisé pour solubiliser les extraits d’Ormenis. Il n’a montré aucune interaction aux
concentrations utilisées.

La cinétique de la réaction est extrémement rapide, puisque la solution réagit
entierement des la premiére minute. Il est donc important d’ajouter la solution contenant la
xanthine oxydase au dernier moment.

Nous avons testé différents temps d’incubation des extraits avec la SOD, mais ce
parametre n’a finalement pas d’importance.

L’inhibition de la SOD par le DEDTC, un inhibiteur connu de la SOD, a été testée
avec succes afin de donner un témoin positif a ce test (voir figure 70).

Aucun échantillon n’a finalement été testé grace au WST-1 en raison des nombreux
problemes soulevés lors de la mise au point de ce test.
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I11.4 Mise au point du test au MitoSOX™ Red

Ce travail a été réalisé en collaboration avec le LCC (Laboratoire de Chimie des
Coordinations), & Toulouse, qui nous a aimablement permis d’utiliser leur fluorimétre a
lecteur de plaques.

Chaque plaque contient 96 puits de 250 L. La premiére concentration testée est de 5
MM, concentration utilisée en routine et au-dela de laquelle il existe un risque de cytotoxicite,
comme indiqué dans le protocole fournit par Molecular Probes™. Cependant, les
concentrations ont ¢été augmentées jusqu’a 260 puM afin de tenter d’apercevoir une
fluorescence.

Les maxima d’absorption et d’émission sont respectivement de 510 et 580 nm,
longueurs d’ondes auxquelles il y a peu d’interaction avec les extraits naturels.

I11.5 Mise au point du test au pyrogallol

111.5.1 Conditions générales du test au pyrogallol

La solution de pyrogallol est préparée extemporanément et n’est jamais conservée plus
de 8h. Elle est maintenue a 1’abri de la lumiére, a 4°C, dans une solution d’eau ultra-pure
milliQ, additionnée d’acide chlorhydrique jusqu’a ce que la solution atteigne un pH de 2. Dés
lors qu’elle entre en contact avec la solution de Tris, qui est a pH 8.2, la réaction d’auto-
oxydation du pyrogallol se fait instantanément.

Afin de réduire le laps de temps entre I’initiation de la réaction dans le premier et dans
le dernier puits, nous avons utilisé une pipette multicanaux. Il y a donc sensiblement les
mémes conditions dans tous les puits.

La solution de tampon Tris 200 mM pH 8.2, EDTA 10 mM utilisée comme
déclencheur de la réaction d’auto-oxydation du pyrogallol dans les puits. Elle est aussi utilisée
pour diluer les solutions de SOD.

Les mesures d’absorbance de I’ensemble des cinétiques ont été réalisées par un
spectrometre UV-visible a lecteur de plaques (Star Nano SPECTRO, BMG labtech).

Trois séries d’analyses ont été menées :
- la premiére a consisté en un screening rapide de 86 échantillons d’endophytes repris
dans I’acétate d’éthyle, testés a 40 pg/mL,
- la seconde a concerné les réplicas de 8 souches qui paraissaient détenir une activité sur
la SOD, repris dans le méthanol et testés a 40 pg/mL,
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- la troisiéme a concerné les réplicas de 8 souches qui paraissaient détenir une activité
sur la SOD, repris dans le méthanol et testés cette fois a 160 pg/mL.

111.5.2 Protocole utilisé pour déterminer I’ activité des 86 souches du screening rapide.

Le protocole utilisé lors du screening rapide des 86 souches d’endophytes est résumé
dans le tableau suivant (voir tableau 18) :

Tableau 18: Concentrations de Pyrogallol et de SOD utilisées, afin d’obtenir une absorbance a 320nm optimale.

V (uL) Cf Commentaires
Tampon Tris 200mM 229 200 mM
+EDTA 10mM
Pyrogallol 2.5 mM 10 0.1 mM Préparée dans HCI pH2
SOD 25 U/mL 10 1 U/mL
Echantillon 10 mg/mL 1 40 pg/mL Echantillon dissout
(86 souches du dans ’AcOEt
screening rapide)

En raison de I’évaporation incontrolée de 1’acétate d’éthyle dans la série d’échantillons
conservés dans ce solvant au cours du temps, il est difficile d’affirmer avec certitude que ces
échantillons ont été testés a chaque fois a une concentration identique, ce qui rend d’autant
plus difficile I’interprétation des tests statistiques.

Les cinétiques ont été enregistrées de 0 a 10 minutes, a raison d’une mesure
d’absorbance par minute.

Les analyses n’ont pas pu étre effectuées trois fois, en raison du manque d’extrait.

111.5.3 Protocole utilisé pour tester I’activité des 8 souches d’intérét re-cultivées

Suite a ces expérimentations, un biais supplémentaire au probléme de 1’évaporation de
I’acétate d’éthyle a été mis en évidence : les échantillons testés sont dissous dans de 1’acétate
d’éthyle pour le test au pyrogallol et dans le méthanol lorsqu’ils sont analysés en HPLC. Il a
donc été décidé de dissoudre les échantillons dans le méthanol pour I’ensemble des tests. Ce
solvant a par ailleurs I’avantage de re-dissoudre la totalité de ’extrait brut, ce qui n’était pas
le cas avec I’acétate d’éthyle.
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Le protocole a donc été Iégerement modifié lors du test sur les souches d’intérét re-
cultivées, le reste du protocole restant le méme (voir tableau 19) :

Tableau 19: Concentrations de Pyrogallol et de SOD utilisées, afin d’obtenir une absorbance a 320nm optimale pour le test
des 6 réplicas des 8 souches re-cultivées.

V (L) Cf Commentaires

Tampon Tris 200mM 229 200 mM

+EDTA 10mM

Pyrogallol 2.5 mM 10 0.1mM Préparée dans HCI pH2

SOD 25 U/mL 10 1 U/mL
Echantillon 10 mg/mL 1 40 pg/mL Echantillon dissout

(6 réplicas des 8 dans le méthanol
souches d’intérét re-

cultivées et géelose
seule)

Les cinétiques ont été enregistrées de 0 a 10 minutes, a raison d’une mesure
d’absorbance par minute.

Cette fois, la cinétique de chaque condition expérimentale a pu étre effectuée trois fois,
afin d’analyser les données statistiquement.

111.5.4 Protocole utilisé pour tester ’activité des pools des 8 souches d’intérét re-
cultivées, de concentration finale 160 pg/mL

Le protocole utilisé pour cette nouvelle série d’expérimentations est en tout point le
méme que le précédent, mis a part la concentration finale des extraits testés et donc le volume

d’extraits utilisé (voir tableau 20).

Seules 7 souches sur les 8 ont pu étre re-testées : il n’y avait pas de quantité suffisante
pour tester la souche 186, ni le témoin gélose.
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Tableau 20: Concentrations de Pyrogallol et de SOD utilisées, afin d’obtenir une absorbance a 320nm optimale, pour le test

des pools des 8 souches.

V (uL) Cf Commentaires
Tampon Tris 200mM 225 200 mM
+EDTA 10mM
Pyrogallol 2.5 mM 10 0.1 mM Préparée dans HCI pH2
SOD 25 U/mL 10 1 U/mL
Echantillon 10 mg/mL 4 160 pg/mL Echantillon dissout dans

(pool des 8 souches
d’intérét)

le méthanol
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- Résumeé des expériences menées sur les endophytes
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I1. Annexe |l : Plaques CCM des endophytes :

1.1 CCM visualisées en lumiére visible aprés révélation par la vanilline et chauffage

43 44 4546 47 48 49 5051 52 5355 56 5960 6162 63 64

Photo 1: Souches 20 a 42. Photo 2: Souches 43 a 64.

Photo 3: Souches 50 a 175 Pot 4: Souches 64 a 89.
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Photo 5: Souches 176 a 199. Photo 6: Souches 200 a 221.
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Photo 9: Souches 265  353. Photo 10: Souches 355 a 408.
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409181
Photo 11: Souches 409 et 181.

I1.2 CCM visualisées a 254nm

43 44 45465 47 45 42 5051 52 5355 56 59680 61682 63 &4

20 21 22 24 25 26 27 28 30 32 33 35 36 37 35 30 40 41 42
Photo 12: Souches 20a 42. Photo 13: Souches 43 a 64.
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64 65 66 67 68 69 71 73 74 75 76 77 B4 B5 B6 B7 BB B9
505481 8390919293 96 160 165 166 167 169 170171 173 174 175

Photo 14: Souches 64 a 89.
Photo 15: Souches 50 a 175.

200 201 202 203 204 205 206 207 208 209 210 211 212 213 214 217 218 218/220 221
176 177 178 179 150 152 183 184 185 186 187 188 189 194 195 197 192 188 189

Photo 16: Souches 176 a 199. Photo 17: Souches 200 a 221.

Photo 18: Souches 222 & 242. Photo 19: Souches 243 a 264.
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Photo 20: Souches 265  353. Photo 21: Souches 355 a 408.

Photo 22: Souches 409 et 181.

1.1 CCM visualisées a 365nm

Photo 23: Souches 20 42. Photo 24: Souches 43 a 64.
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64 65 66 67 68 69 71 73 74 75 76 77 84 85 86 87 88 89 50 54 8183 90 9192 93 96 160 165 166 167 169 170171 173 174175
Photo 25: Souches 64 a 89 Photo 26: Souches 50 a 175.

176177178 179 180182 183 184 185 186 187 188 189 194 195 197 192 198 199

200 201 202 203 204 205 206 207 208 209 210 211 212 213 214 217 218 219/220 221

Photo 28: Souches 200 a 221.
Photo 27: Souches 176 a 199.
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222 223224 226 228 229 230 231 232 233 234 235 236 237 238 239 240241 242

243 244 245 246 247 248 249 250 251 252 253 254 257 261 262 263(1) 263(2) 264

Photo 29: Souches 222 a 242. Photo 30: Souches 243 a 264.

-— —_ -

355 357 359 371 372 373 374 375 376 377 378 379 402 403 404 405 406 407 408

Photo 31: Souches 265 & 353. Photo 32: Souches 355 & 408.

409 181

Photo 33: Souches 409 et 181.
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Annexe |11 : Photos des cultures des six réplicas des huit endophytes

sélectionnés

Photo 34: Cultures vues de dessus des échantillons (de la
gauche vers la droite): 68 (1), 68 (2), 68 (3), 68 (4), 68 (5), 68
(6).

Photo 36: Cultures vues de dessus des échantillons (de la
gauche vers la droite): 73 (1), 73 (2), 73 (3), 73 (4), 73 (5), 73
(6).

Photo 38: Cultures vues de dessus des échantillons (de la
gauche vers la droite): 74 (1), 74 (2), 74 (3), 74 (4), 74 (5), 74
(6).

Photo 40: Cultures vues de dessus des échantillons (de la
gauche vers la droite): 83 (1), 83 (2), 83 (3), 83 (4), 83 (5), 83
(6).

Photo 35: Cultures vues de dessous des échantillons (de la
gauche vers la droite): 68 (1), 68 (2), 68 (3), 68 (4), 68 (5), 68
(6).

Photo 37: Cultures vues de dessous des échantillons (de la
gauche vers la droite): 73 (1), 73 (2), 73 (3), 73 (4), 73 (5), 73
(6).

NN

Photo 39: Cultures vues de dessous des échantillons (de la
gauche vers la droite): 74 (1), 74 (2), 74 (3), 74 (4), 74 (5), 74
(6).

Photo 41: Cultures vues de dessous des échantillons (de la
gauche vers la droite): 83 (1), 83 (2), 83 (3), 83 (4), 83 (5), 83
(6).

Photo 42: Cultures vues de dessus des échantillons (de la
gauche vers la droite): 85 (1), 85 (2), 85 (3), 85 (4), 85 (5), 85

Photo 43: Cultures vues de dessous des échantillons (de la
gauche vers la droite): 85 (1), 85 (2), 85 (3), 85 (4), 85 (5), 85

213



(6). (6).

Photo 45: Cultures vues de dessous des échantillons (de la

I5hoto 44: Cultures vues de dessus des échantillons (de la :
gauche vers la droite): 181 (1), 181 (2), 181 (3), 181 (4), 181 gauche vers la droite): 181 (1), 181 (2), 181 (3), 181 (4), 181
(5), 181 (6).

(5), 181 (6).

Photo 46: Cultures vues de dessus des échantillons (de la Photo 47: Cultures vues de dessous des échantillons (de la

gauche vers la droite): 184 (1), 184 (2), 184 (3), 184 (4), 184 gauche vers la droite): 184 (1), 184 (2), 184 (3), 184 (4), 184
(5), 184 (6). (5), 184 (6).

Photo 48: Cultures vues de dessus des échantillons (de la  photo 49: Cultures vues du dessous des échantillons (de la
gauche vers la droite): 186 (1), 186 (2), 186 (3), 186 (4), 186  gauche vers la droite): 186 (1), 186 (2), 186 (3), 186 (4), 186
(5), 186 (6). (5), 186 (6).
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V.

Annexe 1V : liste de pics de MZmine du Otof

Les données de ce tableau sont issues des mesures faites avec le QTof apres traitement
par MZmine.

Tableau 21: Alignement des pics des échantillons 68, 73, 74, 83, 85, 181, 184 et 186, obtenu avec MZmine.

Identification

potentielle a .| Mammearin | Mammearin | Mammearin | Mammearin
Mangcoumarin
partir des A A A A
données UPLC-
QTOF-MS*
Numéro du pic 422 226 601 640 706
Masse exacte 233.0454 369.1731 369.1734 369.1731 369.1735
temps de
i . 5,71 12,57 7,14 7,46 8,28
rétention
Blanc Absent Absent Absent Absent Absent
Ech. 83 Absent Absent Absent Absent Absent
Ech. 68 Absent Absent Absent Absent Absent
Ech. 85 Absent Présent Absent Absent Absent
42392,80
Ech. 184 Absent Présent Absent Absent Absent
44581,35
Ech. 181 Présent Absent Absent Absent Absent
23226,96
Ech. 74 Absent Absent Absent Absent Absent
Ech.73 Absent Absent Présent Présent Absent
35088,38 12065,37
Ech. 186 Absent Présent Absent Absent Présent
77510,24 35568,72
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4,9-Dihydroxy-

4,9-Dihydroxy-
7H-furo([3,2-

7H-furo([3,2- gl[1]benzopyran-
g][1]benzopyran- | 7-one; 9-O-(21%-
7-one; 9-0-(3,7- Hydroxy-3-
. Halkendin | Halfordin i ( yaroxy
Identification Dimethyl-6- methyl-3-
potentielle a hydroxy-2,7- butenyl), 4-0O-
partir des octadienyl), 4- | [21%-hydroxy-3-
données UPLC- Me ether isopropoxy-3-
QTOF-MS* methylbutyl]
Numéro du pic 143 335 683 201
Masse exacte 245.0452 | 275.0557 383.1527 445,1852
temps de
] . 5,61 4,66 6,64 9,63
rétention
Blanc Absent Absent Absent Absent
Ech. 83 Absent Absent Absent Absent
Ech. 68 Présent Absent Absent Présent
148526,72 19908,01
Ech. 85 Absent Absent Absent Absent
Ech. 184 Absent Présent Absent Absent
18474,39
Ech. 181 Absent Présent Absent Absent
19573,60
Ech. 74 Absent Absent Absent Absent
Ech. 73 Absent Absent Absent Absent
Ech. 186 Absent Absent Présent Absent
34181,01
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4,9-Dihydroxy-
7H-furo(3,2-

4,9-Dihydroxy-
7H-furo([3,2-

4,9-Dihydroxy-
7H-furo([3,2-

4,9-Dihydroxy-

g][l]benzopyrAan— g][l]benzopyrf\n- g][l]benzopyrAan- 7H-furo[3,2-
7-one; 9-0-(21%- | 7-one; 9-0-(2134- | 7-one; 9-0-(2134-
gl[1]benzopyran-
Hydroxy-3- Hydroxy-3- Hydroxy-3- 7-one: 4-0-(3,7-
Identification methyl-3- methyl-3- methyl-3- Dimethyl-2,6-
potentielle a bAutenyI), 4-0- bAutenyI), 4-0- bAutenyI), 4-0- octadienyl), 9-
partir des [21%-hydroxy-3- | [2I3%4-hydroxy-3- | [2134-hydroxy-3- Me ether
données UPLC- isopropoxy-3- isopropoxy-3- isopropoxy-3-
QTOF-MS* methylbutyl] methylbutyl] methylbutyl]
Numeéro du pic 211 477 702 231
Masse exacte 445.1843 445.1844 445.1838 367.1576
temps de
rStention 9,84 7,33 6,84 11,95
Blanc Absent Absent Absent Absent
Ech. 83 Absent Absent Absent Absent
Ech. 68 Présent Absent Absent Absent
15555,18
Ech. 85 Absent Absent Absent Présent
31600,14
Ech. 184 Absent Absent Absent Présent
16404,31
Ech. 181 Absent Absent Absent Absent
Ech. 74 Absent Présent Absent Absent
154819,17
Ech.73 Absent Présent Absent Absent
11283,82
Ech. 186 Absent Absent Présent Présent
17964,00 18249,52
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V. Annexe V : spectres des molécules identifiées dans MS-FINDER

V.1 Spectres de la 5-Methyl-4H-furo[2,3-b][1]benzopyran-4-one

100+
907
80
704
60
50
40

Relative abundance

30
20
104

MS1 spectrum

199.0396
200.043
201.0463
. | . | |
199.000 199.500 200.000 200.500 201.000
my/z

Figure 95: Spectre de masse de la 5-Methyl-4H-furo[2,3-b][1]benzopyran-4-one.

Experimental MS/MS vs. In silico MS/MS

Actual MS/MS

183.0449 199.0395
1004
g
3
é 50
S 155.0504
L 173.0602
=
=
&
0 ! i
=
3
E
3 0507 [C11H1002-H]-
5
E
o
S
& [C12H1002-3H]-
1.00+
[C12H803-H]-
160 170 180 190 200

Figure 96: Spectres de fragmentation expérimental (en bleu) et in silico (en rouge) de la 5-Methyl-4H-furo[2,3-

m/z

b][1]benzopyran-4-one.

In silico MS/MS
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MS/MS spectrum
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80
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40

Relative abundance

204

T T T T
160 170 180 190 200

m/z

Figure 97: Perte de fragments de la 5-Methyl-4H-furo[2,3-b][1]benzopyran-4-one.

V.2 Spectres de la Déhydropachyrrhizone

MS1 spectrum

363.0502
100+

80+

60+

01 364.0536

Relative abundance
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T T T T
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Figure 98: Spectre de masse de la Déhydropachyrrhizone.
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Experimental MS/MS vs. In silico MS/MS Actual MS/MS
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Figure 99: Spectres de fragmentation expérimental (en bleu) et in silico (en rouge) de la Déhydropachyrrhizone.
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Figure 100: Perte de fragments de la Déhydropachyrrhizone.

220



V.3 Spectres de la 9-propionyloxy-furo[3,2-gJchromen-7-one

o
Figure 101: Formule développée la 9-propionyloxy-furo[3,2-g]chromen-7-one

MS1 spectrum
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Figure 102: Spectre de masse de la 9-propionyloxy-furo[3,2-g]chromen-7-one
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Experimental MS/MS vs. In silico MS/MS Actual M5/MS
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Figure 103: Spectres de fragmentation expérimental (en bleu) et in silico (en rouge) de la 9-propionyloxy-furo[3,2-
g]chromen-7-one
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Figure 104: Perte de fragments de la 9-propionyloxy-furo[3,2-g]chromen-7-one
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V.4 Spectres du 3-c
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80-
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Figure 105: Formule développée du 3-carbethoxypsoralen.
MS1 spectrum
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Figure 106: Spectre de masse du 3-carbethoxypsoralen.
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Figure

Experimental MS/MS vs. In silico MS/MS Actual M5/MS
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107: Spectres de fragmentation expérimental (en bleu) et in silico (en rouge) du 3-
carbethoxypsoralen.
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Figure 108: Perte de fragments du 3-carbethoxypsoralen.
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V1.  Annexe VI : Alignement des pics MZmine de ’OrbiTrap

Les données de ce tableau sont issues des mesures faites avec 1’Orbi Trap apres
traitement par MZmine.

Tableau 22: Alignement des pics des échantillons 73, 181 et 184, obtenu avec MZmine.

.. | Ochrocarp | Ochrocarpi | Ochrocarpi )
o Pachyrrhizin; | | Ochrocarpi
Identification inA;1"- |nA;1"-Me | n A; 1"-Me
. 9-Methoxy nA
potentielle Me ether ether ether
Maximum
a 325,
Pas de intensité
spectre relative a
carac des 9.97, RT
Pics UV coumarines 6.43 Rien rien Pica 319
différence de masse
entre la masse
expérimentale et la
masse théorique
calculée, et patern
isotopique
433,16252 | 433,16308 | 433,16263 | 419,14680
365,0665521
Masse exacte 14 8 4 9
6,4774016 | 13,059032 | 6,2502444 | 2,8724427
, . 7,99872
temps de rétention 67 8 4 8
Echantillon dans
lequel a été cherché
le profil UV 184 184 184 73 184
Absent Absent Absent Absent Absent
Présence de pics dans
le blanc
Présence de pics dans Faible i Faible , Faible
i . Présent Présent
I'échantillon 73 abondance abondance abondance
Intensité du pic de 3060403,2 | 4310638,7 | 33334,887
, . 7555,829071 | 4,69E+08
I'échantillon 73 3 6 2
Présence de pics dans , , Faible , Faible
i . Présent Présent Présent
|'échantillon 184 abondance abondance
Intensité du pic de 1816781,5 | 5886601,4 | 936243,50
) . 1855949,986 | 5,55E+08
|'échantillon 184 4 5 9
Présence de pics dans Présent Présent Présent Faible Présent
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|'échantillon 181 abondance
Intensité du pic de 7342186,7 | 7385206,9 | 1378814,7
i . 2478145,578 | 5,60E+08
|'échantillon 181 3 5 2
Identification Moellendor | Melicoden | Mangcou | Mangcou .
. - . ) . Halfordin
potentielle ffiline ine F marin marin
grand pic | grand pic | grand pic
Masse, Masse, Masse,
Minuscule mais rien | mais rien | mais rien
Pics UV pica 314 rien en UV en UV en UV
différence de masse
entre la masse
expérimentale et la
masse théorique
calculée, et patern
isotopique
491,102709 | 456,14645 | 233,04574 | 233,04562 | 275,05639
Masse exacte 1 39 8 7 4
6,70006083 5,4092722 | 5,5360111 | 5,5433494
, . 4,78539
temps de rétention 3 2 1 4
Echantillon dans
lequel a été cherché le
profil UV 184 73 184 184 184
Présence de pics dans
. Absent Absent Absent Absent Absent
le blanc
Présence de pics dans i Faible Faible Faible
, . Absent Présent
|'échantillon 73 abondance | abondance | abondance
Intensité du pic de 3278555,1 | 998336,96 | 1231211,9
, . 224359,16
|'échantillon 73 69 6 2
Présence de pics dans Faible Faible , Faible
) ) Absent Présent
I'échantillon 184 abondance abondance abondance
Intensité du pic de 2192214,35
) . 3,11E+07 | 5998841,3 | 3,22E+07
I'échantillon 184 1
Présence de pics dans i , , i
i . Présent Absent Présent Présent Présent
I'échantillon 181
Intensité du pic de 2925643,05
) . 4,19E+07 | 1,04E+07 | 3,64E+07
I'échantillon 181 4
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Bergamott

Byakangeli | Byakangeli . o
. . in; 6',7'- | Bergamott | Aviprin; (R)-
cin; (R)- cin; (R)- | Bergaptol; . .
Dihydro, in; 5'- form, 3'-
o form, 3'- | form, 2',3'-| Me ether
Identification 6'R,7'- Ethoxy Butyl ether
. Butyl ether | Carbonate )
potentielle dihydroxy
Pics UV rien 3177 Rien 271/329 Rien rien
389,16168 | 359,07343 | 215,03277
371,15436 | 381,1751 | 359,150909
Masse exacte 21 14 2
temps de rétention 6,89 1,019 0,654 12,17 13,14 6,38
différence de masse
entre la masse
expérimentale et la
masse théorique
calculée, et patern
isotopique
Echantillon dans lequel
a été cherché le profil
uv 73 73 184 184 184 73
Présence de pics dans
. Absent Absent Absent Absent Absent Absent
le blanc
Présence de pics dans . . Faible Faible ’ Faible
i ] Présent Présent Présent
|'échantillon 73 abondance | abondance abondance
Intensité du pic de 5422161,0 | 7157436,9 | 4821042,9
i ; 9626,51 1,19E+07 | 2952749,74
|'échantillon 73 76 41 9
Présence de pics dans Faible Faible Faible i
, . Absent Présent Absent
I'échantillon 184 abondance | abondance | abondance
Intensité du pic de 1429096,1 1725640,0
) , 2,67E+07 1,13E+07
I'échantillon 184 82 2
Présence de pics dans Faible ; ; ’
) ) Absent Présent Présent Présent Absent
I'échantillon 181 abondance
Intensité du pic de 1111669,6 2824247,9
i . 3,92E+07 1,20E+07
I'échantillon 181 03 2
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Aviprin;

o . . ) Anhydrorut
(I34)-form, | Anisolacto | Anisolacto | Anisolacto i
aretin; Me | Anhydroru
3'-Me ne; 2',3'- ne; 2',3'- ne; 2',3'- .
S . . . ether, 1'- taretin
Identification ether, 2'- Epoxide Epoxide Epoxide
. methoxy
potentielle Ac
Peut-étre | 309/311/3 268/311/31 | 262/312/3
Pics UV rien pic 319? 14/319/ rien 9 09
différence de masse
entre la masse
expérimentale et la
masse théorique
calculée/ patern -14.8/
isotopique 91.4% -15/91.5%
359,11435 | 381,09878 | 381,09766 | 381,09860 243,06240
287,088236
Masse exacte 88 54 6 8 1
temps de rétention 6,786 7,43 7,77 8,23 2,45 1,014
Echantillon dans lequel
a été cherché le profil
uv 181 184 184 181 184 184
Présence de pics dans
. Absent Absent Absent Absent Absent Absent
le blanc
, . Absent Absent Absent Absent Présent Présent
Présence de pics dans
|'échantillon 73
Intensité du pic de 9797410,0
] . 9860008,1
|'échantillon 73 1
Présence de pics dans , , Faible i , i
i ) Présent Présent Présent Présent Présent
I'échantillon 184 abondance
Intensité du pic de 5784610,0 | 3938939,8 1445173,9 9389634,2
) . 1332668,2 1,33E+07
I'échantillon 184 05 51 8 1
Présence de pics dans Faible . . Faible ; i
i . Présent Présent Présent Présent
I'échantillon 181 abondance abondance
Intensité du pic de 390692,28 | 3853674,5 | 1775280,5 | 2299050,3
i . 1,95E+07 1,09E+07
I'échantillon 181 47 41 9 3
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6,8-

5- 4,9-
6-(2,4,5- | Dihydroxy-
_( i U Hydroxych | Dihydroxy-
Trimethox 2H- .
alepensin; | 7H-furo[3,2-
yphenyl)- | furo[2,3- X
O-(213%4- | gl[1]benzop
Anhydroru | Anhydroru 7H- h]-1-
. . Hydroxy-3- | yran-7-one;
taretin taretin furo[3,2- | benzopyra )
methoxy- | Bis-O-(2,3-
gl[1]benzo | n-2-one; 8- .
3- dihydroxy-3-
pyran-7- O-(3-
e . methylbut | methylbutyl
Identification one Methyl-2- ) )
potentielle butenyl) y
trés trés
faiblement
Pics UV 260/317 270/315 rien rien rien rien
différence de masse
entre la masse
expérimentale et la
masse théorique
calculée (ppm)/patern
isotopique 0.6/ 95.5%
243,06233 | 243,06642 | 351,08805 | 285,07290 | 385,16967
421,151459
Masse exacte 72 53 1 6 8
temps de rétention 0,821 7,66 7,80 3,41 8,39 4,77
Echantillon dans lequel
a été cherché le profil
uv 73 184 184 73 73 73
Présence de pics dans
. Absent Absent Absent Absent Absent Absent
le blanc
Présence de pics dans . ; ’ i
, . Présent Absent Absent Présent Présent Présent
|'échantillon 73
Intensité du pic de 4471954,5 5606485,1 | 2730513,5
, . 1839985,52
|'échantillon 73 76 3 6
Présence de pics dans Faible Faible .
, . Présent Absent Absent Absent
I'échantillon 184 abondance | abondance
Intensité du pic de 2825777,5 | 851095,41 | 2464028,0
I'échantillon 184 34 67 5
Présence de pics dans Faible : :
i . Présent Présent Absent Absent Absent
I'échantillon 181 abondance
Intensité du pic de 2879443,9 | 2140344,1 | 3860679,7
I'échantillon 181 54 56 7
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VII. Annexe VIl : Vérification de ’identité des molécules

VIl.1Chromatogrammes et spectres UV obtenus avec I’OrbiTrap
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Figure 109: Chromatogramme et spectre obtenus avec I'orbiTrap pour I'échantillon 73.
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Figure 110: Chromatogramme et spectre obtenus avec l'orbiTrap pour I'échantillon 181.
VI1.2 Identités des molécules détectées avec I’OrbiTrap
VIl.2.1 Ochrocarpine A ou Ochrocarpine B
Nom Formule brute | Masse exacte | Différence Patern MS/MS  de
masses isotopique | I’OrbiTrap
expérimentale | (%) associée ?
et  calculée
(ppm)
I'Ochrocarpine | C25H2406 419,146809 -7,6 91,6 Non
A
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Figure 111: Chromatogramme de 1’Ochrocarpin A ou ochrocarpin B

l
la.
E?Z
L
o

2567
2.4E7
23E7
2.2E7
Z1E7
2.0E7
1.9e7
1.8E7
1.7E7
1.6E7
1.567
1.4E7
1.3E7
1.2E7
1.1E7
1.0E7
9.0E6
B8.0E6
7.0E6
6.0E6
S.0E6
4.0E6
3.0E6
Z.0E6
1.0E6

Intensity

0.0E0 - -
100.00000

Alix184.raw filtered-14min scan#421 @2.89 MS1 ¢ -, base peak: 193.05095 miz (2.4E7)
Sean definition: FTMS - ¢ ESI Full ms [100.00-1200.00]

298504

T

193.05085

387.10016

307.04376

L lLL L . L 57188301 62508423 85352704 1025.08350

100838513 1165

200,00000 30000000 400.00000 500.00000 600.00000 700.00000 800.00000 900.60000 1000.00000

m/z
W Scan 2421 W Peaks in APL fit-cup gap-filed 1 419.14705 miz @2.69 [Alix184 raw fiterec-14min]

Peak list: | APL filt-dup gsp-filled -

Figure 112: Spectre MS de 1’Ochrocarpin A ou ochrocarpin B
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Figure 113: Spectre de masse d’Xcalibur associé au pic identifié comme étant I': Ochrocarpin A ou ochrocarpin B
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Figure 114: Spectre UV d’Xcalibur associé au pic identifié comme étant I'Ochrocarpin A ou ochrocarpin B

VIl.2.2 Moellendorffiline

Nom Formule Masse exacte | Différence Patern MS/MS de
brute masses isotopique | I’OrbiTrap

expérimentale | (%) associée ?

et calculée
(ppm)

Moellendorffiline | C26H20010 | 491,102709 8,8 90,1 Non
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Figure 115: Moellendorffiline
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Figure 116: Moellendorffiline
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Figure 117: Spectre de masse d’Xcalibur associé au pic identifié comme étant la Moellendorffiline.
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Figure 118: Spectre UV d’Xcalibur associé au pic identifié comme étant | la Moellendorffiline

VII1.2.3 Anisolactone; 2',3'-Epoxide, ou Indicolactone, 2°13/4, 3°13/4-Epoxide

Nom Formule brute | Masse exacte | Différence Patern MS/MS  de
masses isotopique | I’OrbiTrap
expérimentale | (%) associée ?
et  calculée
(ppm)

Anisolactone C21H1807 381,097666 -0,8 945 Non
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Figure 119: Anisolactone; 2',3'-Epoxide, ou Indicolactone, 2°13/4, 3°13/4-Epoxide
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Figure 120: Anisolactone; 2',3'-Epoxide, ou Indicolactone, 2°13/4, 3°13/4-Epoxide
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Figure 121: Spectre de masse d’Xcalibur associé au pic identifié comme étant I'Anisolactone; 2',3'-Epoxide, ou Indicolactone,
2°13/4, 3°13/4-Epoxide
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Figure 122: Spectre UV d’Xcalibur associé au pic identifié comme étant I'Anisolactone; 2',3'-Epoxide, ou Indicolactone,
2°13/4, 3°13/4-Epoxide

VIil.2.4 Anhydrorutaretin, Ou Oroselol ou Hedyotiscone B;

Arnocoumarin, 1°,2’-Dihydro, 1’hydroxy

(R)-form ou

Nom

Formule
brute

Masse exacte

Différence
masses
expérimentale
et calculée

(ppm)

Patern
isotopique
(%)

MS/MS de
I’OrbiTrap
associée ?

Anhydrorutaretin

C14H1204

381,097666

0,6

95,5

Non
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Figure 123: Anhydrorutaretin, Ou Oroselol ou Hedyotiscone B; (R)-form ou Arnocoumarin, 1°,2’-Dihydro, 1 hydroxy

Alix181.raw filtered-14min scan#1235 @7.66 MS1 c -, base peak: 112.98590 m/z (1.3E7)
Scan defintion: FTMS - ¢ ESI Full ms [100.00-1200.00]

2 08500

BITIFIFIEE[B

7.0E8 05.28862

Intensity

> 5E6 a70.18827
2.0E6 871.42085

637 41864 187 5
1.0E6 15899133 24306643 79507782 60.45813

5.065 L i ‘Il u l R i 8144510 1099 5234314354032
0E0 R TI wery e w1 | AN Y e du pealda . - ek b
100,00000 200.00000 300.00000 400,00000 500,00000 600.00000 700.00000 800,00000 900,00000 1000.00000 1100,00000

m/z
W Scan #1235 W Peaks in APL fit-dup gap-filed [l 24308638 m/z @7 66 [Alix181 raw fitered-14min]

Peak list: | APL filt-dup gap-filled -

Figure 124: Anhydrorutaretin, Ou Oroselol ou Hedyotiscone B; (R)-form ou Arnocoumarin, 1°,2’-Dihydro, 1’hydroxy
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Figure 125: Spectre de masse d’Xcalibur associé au pic identifié comme étant I'Anhydrorutaretin, Ou Oroselol ou
Hedyotiscone B; (R)-form ou Arnocoumarin, 1°,2’-Dihydro, 1’hydroxy
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Figure 126: Spectre UV d’Xcalibur associé au pic identifié comme étant I'Anhydrorutaretin, Ou Oroselol ou Hedyotiscone B;
(R)-form ou Arnocoumarin, 1°,2’-Dihydro, 1’hydroxy

238



VIII.  Annexe VIII: Résultats test screening au pyrogallol sur les 56
échantillons exploitables

Les tableaux ci-dessous présentent les résultats obtenus suite au test au pyrogallol sur
le screening des souches de champignons endophytes. Seuls 56 échantillons sur les 86 testés
avaient montré des résultats exploitables.

Chaque tableau represente les résultats obtenus sur une plaque de 96 puits. Les
pourcentages d’activité anti-oxydante (% d’act. anti-ox) et d’activité sur la SOD (% Act.
Anti/Pro-SOD) sont présentés a chaque fois en fonction du témoin acétate d’éthyle (témoin
négatif) propre a la plaque.

En ce qui concerne les résultats sur ’activité de la SOD, une activité¢ anti-SOD sera
marquée négativement (il y a une diminution de I’activité de cette enzyme) tandis qu’une
activité pro-SOD sera elle marquée par une valeur positive (le pourcentage d’activité de la
SOD est augmenté).

Tableau 23: Résultats du test au pyrogallol des échantillons 35 & 49.

Genre de Numéro Equation des droites de Coefficients | % d'act % Act
I’endophyte  |d’échantil| régression, sans puis avec SOD | directeurs, anti-ox Anti/Pro-
lon sans puis SOD
avec SOD
Témoin y =0,0502x - 0,01 0,0502
ACOET
y = 0,0303x - 0,0186 0,0303 100
sp02_Colletotrich 35 y = 0,0448x - 0,0426 0,0448 |10,756972
um 11
y = 0,0263x - 0,0463 0,0263 7,035175879
sp02_Colletotrich 36 y =0,0418x + 0,0311 0,0418 16,733067
um 73
y = 0,0259x - 0,0041 0,0259 20,10050251
sp02_Colletotrich 37 y = 0,0454x + 0,0393 0,0454  |9,5617529
um 88
y = 0,0245x - 0,0027 0,0245 -
5,025125628
sp02_Colletotrich 38 y =0,0447x + 0,0595 0,0447 10,956175
um 3
y = 0,0264x - 0,0195 0,0264 8,040201005
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sp01 39 y = 0,0464x + 0,0808 0,0464 |7,5697211
16
y =0,0269x + 0,0304 0,0269 2,010050251
Sp05_Endomelan 40 y =0,0469x + 0,0491 0,0469 |6,5737051
coniopsis 79
y = 0,0269x + 0,0304 0,0269 -
0,502512563
sp02_Colletotrich 42 y =0,0487x + 0,0188 0,0487 |2,9880478
um 09
y = 0,0301x - 0,0266 0,0301 6,532663317
sp02_Colletotrich 43 y = 0,0466x - 0,0211 0,0466 |7,1713147
um 41
y =0,0268x - 0,0779 0,0268 0,502512563
spl13 44 y =0,0472x + 0,0401 0,0472  |5,9760956
18
y =0,0237x - 0,0203 0,0237 -
18,09045226
sp05_Endomelanc 45 y =0,0488x + 0,0414 0,0488 2,7888446
oniopsis 22
y =0,0261x - 0,0028 0,0261 -
14,07035176
spldc 46 y = 0,0469x + 0,0414 0,0469 |6,5737051
79
y = 0,0275x - 0,0025 0,0275 2,512562814
spldc 47 y = 0,037x + 0,0377 0,037 26,294820
72
y =0,0272x - 0,0134 0,0272 50,75376884
sp02_Colletotrich 48 y = 0,0469x + 0,0722 0,0469 |6,5737051
um 79
y = 0,0245x - 0,0048 0,0245 -
12,56281407
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sp05_Endomelanc 49 y =0,047x + 0,0708 0,047 6,3745019
oniopsis 92
y =0,0241x + 0,0124 0,0241 -
15,07537688
Tableau 24: Résultats du test au pyrogallol des échantillons 67 a 85.
Genre de Numéro Equation des droites de Coefficients | % d'act % Act
I’endophyte d’échanti| régression, sans puis avec SOD | directeurs, anti-ox Anti/Pro-
llon sans puis SOD
avec SOD
% d'act % Act
anti-ox Anti/Pro-
SOD
AcOEt y = 0,0236x + 0,023 0,0236
y =0,0141x - 0,0004 0,0141 100
Sporothrix (T99) 67 y =0,0207x + 0,0328 0,0207 12,288135
59
y =0,0134x - 0,0029 0,0134 23,15789474
Pestalotiopsis_1b 68 y =0,0232x + 0,0332 0,0232 1,6949152
54
y =0,0118x + 0,0029 0,0118 -20
Nigrospora 1 69 y =0,0201x + 0,0448 0,0201 14,830508
_spl7 47
y =0,0116x + 0,0007 0,0116 10,52631579
sp06 71 y =0,0217x + 0,057 0,0217 |8,0508474
58
y = 0,014x + 0,0096 0,014 18,94736842
73 y =0,0217x + 0,0469 0,0217 |8,0508474
58
y =0,0104x + 0,0136 0,0104 -
18,94736842
sp07_Botryosphae 74 y =0,0216x + 0,0501 0,0216 8,4745762
ria 71
y =0,0102x + 0,0247 0,0102 -20
sp07_Botryosphae 75 y =0,0222x + 0,0548 0,0222 5,9322033
ria 9
y =0,0109x + 0,0091 0,0109 -
18,94736842
sp07_Botryosphae 76 y =0,0217x + 0,0119 0,0217 8,0508474
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ria 58
y =0,0107x - 0,0097 0,0107 -
15,78947368
sordario 5 77 y =0,0232x + 0,0183 0,0232  [1,6949152
54
y =0,0142x + 0,0027 0,0142 5,263157895
sp05_Endomelanc 80 y =0,0215x + 0,001 0,0215 8,8983050
oniopsis 85
y =0,0123x - 0,0178 0,0123 3,157894737
sp05_Endomelanc 81 y =0,0203x + 0,013 0,0203 13,983050
oniopsis 85
y =0,0108x + 0,0153 0,0108 0
dial.6 82 y =0,0188x + 0,0215 0,0188 |20,338983
05
y =0,0123x - 0,0224 0,0123 31,57894737
sp05_Endomelanc 83 y =0,0223x + 0,0216 0,0223  |5,5084745
oniopsis 76
y =0,0106x - 0,0168 0,0106 -
23,15789474
sp05_Endomelanc 84 y =0,0218x + 0,0039 0,0218 7,6271186
oniopsis 44
y = 0,0106x + 0,0033 0,0106 -
17,89473684
sp05_Endomelanc 85 y =0,0231x + 0,0317 0,0231 2,1186440
oniopsis 68
y = 0,0103x - 0,0002 0,0103 -
34,73684211
Tableau 25: Résultats du test au pyrogallol des échantillons 86 a 170.
Genre de Numéro Equation des droites de Coefficients | % d'act % Act
I’endophyte  |d’échantill| régression, sans puis avec SOD | directeurs, | anti-ox Anti/Pro-
on sans puis SOD
avec SOD
% d'act % Act
anti-ox Anti/Pro-
SOD
AcOEt y =0,0242x + 0,0204 0,0242
y =0,0137x - 0,0062 0,0137
sp09 86 y =0,0216x + 0,0234 0,0216 |10,743801
65

242



y = 0,0105x + 0,0045 0,0105 -
5,714285714
sp05_Endomelan 87 y =0,0226x + 0,0168 0,0226 |6,6115702
coniopsis 48
y = 0,0103x - 0,008 0,0103 -
17,14285714
sp05_Endomelan 88 y =0,0233x + 0,0358 0,0233 | 3,7190082
coniopsis 64
y =0,0109x + 0,0069 0,0109 -18,0952381
xyl_1.2 89 y = 0,0205x + 0,056 0,0205 | 15,289256
2
y =0,0101x + 0,0014 0,0101 0,952380952
xyl_1.2 90 y =0,0214x + 0,0319 0,0214 | 11,570247
93
y =0,0118x + 0,0005 0,0118 8,571428571
92 y =0,0238x + 0,0415 0,0238 | 1,6528925
62
y =0,0129x + 0,0208 0,0129 -3,80952381
sp03 93 y = 0,0235x + 0,0027 0,0235 |2,8925619
T35_Phyllosticta 83
y =0,0113x - 0,0019 0,0113 -
16,19047619
160 y =0,0213x - 0,0318 0,0213  [11,983471
07
y =0,0126x - 0,0559 0,0126 17,14285714
dia2 166 y =0,0223x + 0,0102 0,0223 |7,8512396
69
y =0,0123x + 0,0169 0,0123 4,761904762
sp05_Endomelan 167 y =0,0238x + 0,0133 0,0238 1,6528925
coniopsis 62
y =0,012x + 0,0025 0,012 -
12,38095238
sp02_Colletotric 169 y = 0,0206x - 0,0186 0,0206 | 14,876033
hum 06
y =0,012x + 0,0096 0,012 18,0952381
Annulohypoxylo 170 y =0,0218x + 0,0163 0,0218 9,9173553
n 72
y=0,013x + 0,0114 0,013 16,19047619
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Tableau 26: Résultats du test au pyrogallol des échantillons 171 a 186.

Genre de Numéro [Equation des droites de régression, | Coefficients | % d'act % Act
I’endophyte  |d’échantil sans puis avec SOD directeurs, anti-ox Anti/Pro-
lon sans puis SOD
avec SOD
AcOEt y =0,0321x + 0,0574 0,0321
y =0,0261x + 0,0077 0,0261 100
dial.7 171 y =0,0254x + 0,0552 0,0254 20,8722
7414
y =0,0218x + 0,0196 0,0218 40
dial.7 173 y =0,0293x + 0,0501 0,0293 8,72274
1433
y =0,0261x + 0,0335 0,0261 46,66666
667
dia5 174 y = 0,0268x + 0,0497 0,0268 16,5109
0343
y = 0,0235x + 0,0242 0,0235 45
175 y =0,0277x + 0,0521 0,0277 13,7071
6511
y =0,0239x + 0,0212 0,0239 36,66666
667
dial.7 176 y = 0,0293x + 0,0737 0,0293 8,72274
1433
y = 0,0233x + 0,0294 0,0233 0
dial.7 177 y = 0,0296x + 0,0702 0,0296 7,78816
1994
y =0,024x + 0,0459 0,024 6,666666
667
dial.7 178 y =0,028x + 0,0661 0,028 12,7725
8567
y = 0,0248x + 0,0441 0,0248 46,66666
667
Annulohypoxy 179 y =0,0275x + 0,0117 0,0275 14,3302
lon (tt) 1807
y = 0,0244x + 0,0012 0,0244 48,33333
333
Annulohypoxy 180 y =0,0287x + 0,0195 0,0287 10,5919
lon (tt) 0031
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y =0,0238x + 0,0045 0,0238 18,33333
333
181 y =0,0267x + 0,0106 0,0267 16,8224
2991
y =0,0241x + 0,0064 0,0241 56,66666
667
182 y =0,0272x + 0,0016 0,0272 15,2647
9751
y =0,0237x + 0,0084 0,0237 41,66666
667
Annulohypoxy 183 y =0,0285x + 0,0266 0,0285 11,2149
lon 5327
y =0,0232x + 0,0184 0,0232 11,66666
667
Annulohypoxy 184 y = 0,0255x + 0,0304 0,0255 20,5607
lon 4766
y =0,0243x + 0,0099 0,0243 80
Annulohypoxy 185 y =0,0287x + 0,0299 0,0287 10,5919
lon 0031
y = 0,024x + 0,0142 0,024 21,66666
667
186 y =0,0234x + 0,0458 0,0234 27,1028
0374
y =0,0205x + 0,0341 0,0205 51,66666
667
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IX. Annexe I X: Résultats du test pyrogallol sur les 8 souches répliquées 6

fois chacune

Le tableau ci-dessous présente les résultats obtenus suite au test au pyrogallol sur les
six réplicas des huit souches d’intérét re-cultivées, a une concentration finale en extrait de 40
pg/mL.

Ces échantillons ont été testés trois fois chacun. Les droites de régression et leurs
coefficients de corrélation sont associés a chaque échantillon. Grace aux coefficients
directeurs de des droites, il est possible de calculer les activités anti-oxydantes et les activités
sur la SOD.

Lorsque des cellules du tableau sont vides, c’est que le coefficient de corrélation de la
droite de régression obtenu pour 1’échantillon n’est pas assez proche de un.

Tableau 27: Résultats du test au pyrogallol sur les six réplicas des 8 souches d'intérét, a 40 pg/mL.

Droites de
Droites de régression (et Droites de
régression (et coefficient de régression (et
coefficient de corrélation), coefficient de
corrélation), sans puis corrélation), sans
sans puis avec avec SOD, puis avec SOD,
SOD, premiére seconde troisiéme
Plaque 4 répétition Plaque 5 répétition Plaque 6 répétition
y =0,0306x + y=0,0323x + y =0,0329x +
MeOH 1 0,305 MeOH 2 0,2726 MeOH 3 0,2254
R?=0,9984 R2=0,9943 R2=0,9962
y=0,0148x + MeOH SOD 2 y=0,0113x + y =0,0098x +
MeOH SOD 1 0,2029 0,212 MeOH SOD 3 0,1766
R?=0,9995 R?=0,986 R2=0,9958
y =0,0556x + y =0,0466x +
68(2)1 1,7128 68 (2) 2 1,7823 68 (2) 3
R?2=0,9841 R?2=0,962
y=0,0361x + y=0,0414x +
68 (2)SOD 1 1,723 68 (2) SOD 2 1,7044 68 (2) SOD 3
R?2=0,9273 R2=0,9173
y=0,0379x + y =0,0382x + y =3,77E-02x +
68 (1)1 1,2417 68 (1) 2 1,2008 68 (1) 3 1,21E+00
R?2=0,9831 R2=0,9809 R?=9,83E-01
68 (1)SOD1 | y=0,0268x+ | 68(1)SOD2 | y=0,0325x+ | 68(1)SOD3 y = 0,0294x +
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1,2049 1,1538 1,2276
R?=0,9982 R?=0,9851 R?=0,9755
y =0,0346x + y =0,0316x + y =0,0376x +
73(2)1 0,5911 73(2)2 0,6647 73(2)3 0,6481
R?=0,9835 R? = 0,9865 R2=0,984
y =0,0218x + y =0,0166x + y =0,0193x +
732S0D1 0,5704 732S0D 2 0,6728 732S0D 3 0,6622
R?=0,9833 R? = 0,9655 R? =0,9909
y =0,0342x + y =0,0332x + y =0,0334x +
7351 0,7102 7352 0,7121 7353 0,6644
R?=0,9817 R?2=0,988 R?=0,9889
y=0,0197x + y =0,0201x + y=0,0212x +
735S0D 1 0,5812 73 5S0D 2 0,6379 735S0D 3 0,6188
R?=0,9684 R?=0,9538 R?=0,9662
y=0,0317x + y =0,0303x +
7461 0,5781 7462 0,5946 7463
R?=0,9908 R?=0,9913
y =0,018x + y =0,0174x +
746 S0OD 1 0,5243 74 6 SOD 2 0,5498 74 6 SOD 3
R?=0,9693 R%2=0,9412 time
y=0,0321x +
7411 7412 0,7894 7413
y =0,0342x +
R?=0,9833
0,7844
R?=0,985
y=0,0134x + y =0,0158x +
741S0D1 0,7253 74 1S0D 2 0,7539 741S0D3
R2=0,977 R?=0,9538
y =0,0289x + y =0,0247x +
8351 0,691 8352 0,6704 8353
R?=0,9912 R?=0,9981
y =0,0248x + y =0,0175x +
835S0D1 0,5656 835S0D 2 0,4352 835S0D 3
R?2=0,9775 R?=0,9623
y =0,0308x + y=0,0317x + y =0,0321x +
8321 0,4228 8322 0,4036 8323 0,3756
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R?=0,9936 R?2=0,99 R?=0,9935
y=0,0148x + y =0,0179x + y =0,0166x +
832S0D1 0,323 832S0D2 0,3607 832S0D 3 0,3181
R2=0,9479 R?2=0,9761 R?=0,998
y=0,031x + y =0,0201x + y =0,0338x +
8541 0,32 8542 0,518 8543 0,3732
R?=0,9956 R?2=0,9732 R2=0,9841
y=0,0175x + y =0,0282x + y =0,0207x +
854S0D1 0,2884 854S0D 2 0,3454 854S0D 3 0,3392
R2=0,9941 R?=0,9826 R2=0,9567
y =0,0335x + y=0,0247x + y =0,0324x +
8521 0,653 8522 0,6704 8523 0,6348
R?=0,9908 R2=0,9981 R2=0,9877
y=0,0142x + y=0,0175x + y=0,02x +
852S0D1 0,5867 852S0D 2 0,4352 852S0D 3 0,5872
R?=0,9937 R2=0,9623 R2=0,9777
time
y =0,0377x + y =0,0343x + y =0,036x +
18141 0,8305 18142 0,8824 18143 0,9426
R?=0,9936 R?=0,9635 R?=0,9894
y =0,0221x + y =0,0238x + y =0,0228x +
1814S0D 1 0,8423 1814 S0D 2 0,8303 1814S0D 3 0,919
R2=0,9722 R2=0,957 R?2=0,9516
y =0,0319x + y =0,0345x + y =0,0314x +
18161 1,1089 18162 0,9815 18163 1,0698
R2=0,9973 R?=0,9893 R?=0,9925
y =0,0193x + y =0,015x + y =0,0179x +
1816S0OD 1 0,9201 1816 S0OD 2 1,0023 1816S0OD 3 1,0004
R?=0,9848 R2=0,9929 R?2=0,9919
y =0,0359x + y =0,0395x + y =0,0306x +
18461 1,3481 18462 1,242 18463 1,439
R?2=0,9778 R?=0,9893 R?2=0,9676
y =0,0204x + y=0,027x + y =0,0185x +
1846S0D 1 1,26 184 6 SOD 2 1,1983 184 6 SOD 3 1,3856
R?=0,914 R?2=0,9831 R?2=0,9571
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y=0,0311x + y =0,0375x + y =0,0395x +
18421 1,3267 18422 1,3638 18423 1,44
R?=0,9787 R?=0,9529 R?=0,9761
y=0,0187x + y =0,0204x + y =0,0289x +
1842S0D 1 1,327 184 2 SOD 2 1,2248 184 250D 3 1,3471
R?=0,9833 R?2=0,9193 R2=0,9693
y =0,0352x + y =0,0363x +
Pool 1 0,8702 Pool 2 1,0942 Pool 3
R?=0,9866 R?=0,9592
y=0,0193x + y=0,0211x +
pool SOD 1 0,8121 pool SOD 2 0,841 pool SOD 3
R?=0,9893 R?=0,954
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X.

Annexe X : Résultats obtenus sur le test au pyrogallol du pool de 8

souches d’intérét, a 160 ug/mL

Le tableau ci-dessous présente les résultats obtenus suite au test au pyrogallol sur le
pool des six réplicas des huit souches d’intérét, mesurées a une concentration finale de 160

ug/mL d’extrait.

Ces échantillons ont été testés trois fois chacun. Les droites de régression et leurs
coefficients de corrélation sont associés a chaque échantillon. Grace aux coefficients
directeurs de des droites, il est possible de calculer les activités anti-oxydantes et les activités

sur la SOD.
Tableau 28: Résultats du test au pyrogallol sur le pool des réplicas des 8 souches d'intérét, a 160 pg/mL.
Numéro Droites de Numero Droites de Numero Droites de
d’échantillon | regression (et | d’échantillon régression (et | d’échantillon | régression (et
coefficient de coefficient de coefficient de
corrélation), corrélation), sans corrélation), sans
sans puis avec puis avec SOD, puis avec SOD,
SOD, premiére seconde troisieme
répétition répétition répétition
1 MeOH y =0,0354x + 2-MeOH y =0,0229x + 3-MeOH y =0,0334x +
0,0583 0,0505 0,0216
R2=0,9974 R2=0,9989 R2=0,9991
1 MeOH SOD | y=0,0113x+ | 2-MeOH SOD | y=0,0123x + | 3-MeOH SOD | y=0,0177x +
0,0299 0,017 0,0171
R2=0,9858 R2=0,9853 R2=0,9938
1184 seul y = 0,0453x + 2-184 seul y = 0,0363x - 3-184 seul y =0,0514x +
0,0463 0,0334 0,0114
R2=0,9999 R2 =0,9897 R2=0,9998
1184 SOD y =0,028x - 2-184 SOD 3-184 SOD y =0,0267x +
0,0647 0,0379
R2=0,9948 R2 =0,9965
1 68 seul 2-68 seul y =0,0302x + 3-68 seul y =0,0336x +
0,0664 0,1083
R2=0,983 R2=0,9976
168 SOD 2-68 SOD y = 0,0204x + 3-68 SOD y =0,0259x +
0,0807 0,0644
R2=0,9909 R2=0,9939
173 seul y =0,034x + 2-73 seul y =0,0229x + 3-73 seul y =0,0292x +
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0,1348 0,0779 0,0904
R2=0,9945 R2=0,9899 R2=0,9988
1-73 SOD y =0,0151x + 2-73 SOD y =0,0108x + 3-73 SOD y =0,0247x +
0,057 0,0918 0,0418
R2=0,9758 R2=0,9967 R2=0,9934
1-74 seul y =0,0398x + 2-74 seul y =0,0238x + 3-74 seul y =0,0391x +
0,0993 0,079 0,0316
R2=0,9822 R2=0,9888 R2=0,9805
1-74 SOD y =0,0176x + 2-74 SOD y =0,023x + 3-74 SOD y =0,0285x +
0,0005 0,0758 0,0443
R2=0,9631 R2=0,946 R2=0,9806
1-83 seul y =0,0375x + 2-83 seul y =0,023x - 3-83 seul y =0,0354x +
0,1244 0,0032 0,0352
R2=0,9914 R2=0,9924 R2=0,997
1-83 SOD y =0,0165x + 2-83 SOD y =0,0177x + 3-83 SOD y =0,0231x +
0,0691 0,0267 0,0295
R2=0,9895 R2=0,9764 R2=0,9841
1-85 seul y =0,0347x + 2-85 seul y =0,0202x + 3-85 seul y =0,0357x +
0,1063 0,0325 0,0565
R2=0,992 R2=0,9923 R2=10,9979
1-85 SOD y=0,0118x + 2-85 SOD y =0,0127x + 3-85SOD y =0,02x +
0,0544 0,0144 0,0274
R2=0,9716 R2=0,9962 R2=0,9914
1-181 seul y =0,0376x + 2-181 seul y =0,0342x - 3-181 seul y =0,0435x +
0,1988 0,0049 0,0111
R2=0,9981 R2=0,989 R2=0,9971
1-181 SOD 2-181 SOD y =0,0192x + 3-181 SOD y =0,0329x -
0,0389 0,0727
R2=0,9606 R2=0,9812

L’analyse des résultats nous permet de construire le tableau ci-dessous. Il y a 3 séries

de tableaux présentant chacun les résultats d’une série de 3 mesures.

Tableau 29: Résultats obtenus avec une concentration d'extraits de 160 pg/mL.

Activité anti-oxydante

Activité-SOD

1 MeOH

0

0

1-68
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1-73 4,0 -33,6
1-74 -12,4 -55,8
1-83 -5,9 -46,0
1-85 2,0 -4,4
1-181 -6,2

1-184 -28,0 -147,8

Activité anti-oxydante Activité SOD
2-MeOH 0 0
2-68 -31,9 -65,9
2-73 0,0 12,2
2-74 -3,9 -87,0
2-83 -0,4 -43,9
2-85 11,8 -3,3
2-181 -49,3 -56,1
2-184 -58,5
Activité anti-oxydante Activité SOD
3-MeOH 0 0

3-68 -0,6 -46,3
3-73 12,6 -39,5
3-74 17,1 61,0
3-83 -6,0 -30,5
3-85 -6,9 -13,0
3-181 -30,2 -85,9
3-184 -53,9 -50,8

Les cellules du tableau sont vides lorsqu’une série de mesures n’a pas montré un
coefficient de régression suffisamment proche de 1, indiquant que les mesures ne sont pas

exploitables.
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Title: Research of superoxide dismutase inhibitors from natural extracts.

Abstract: Superoxide dismutase is one of the major proteins controlling the oxidizing stress
and cellular homeostasis. It is involved in numerous cancer cells proliferation processes. This
protein is considered as major anti-cancer target for the development of new anti-cancer
drugs.

The goal of this work, was to research and identify an inhibitor of the SOD in
endophytic fungi from Peruvian plants. These micro-organisms are known to produce
numerous metabolites for host plants protection. During the preparation of endophytic
extracts and their characterization by HPLC and statistical analyzes, we have pointed out a
high quantitative and qualitative variability of the chemical content of endophytic extracts
inside a same strain. Considering the literature we have focused our work on the identification
of furocoumarins because of their potential inhibitory effect on the SOD. For this purpose two
mass spectrometry strategies using negative ionization mode were carried out. With the
QTOF mass spectrometer we have identified Methyl-4H-furo [2,3-b] [1] benzopyran-4-one
and the déhydropachyrrhizone. With the OrbiTrap, the Ochrocarpine A, Moellendorffiline the
Anisolactone and the Anhydrorutarétine were identified. Biological evaluation of the different
extracts was performed using pyrogallol test. This investigation did not allow us to identify an
inhibitor of the SOD.

In the future we may consider seeking SOD inhibitors by looking at the formation
SOD-chemical compound adducts using an LC-MS investigation.

Key-words: endophytic fungi, superoxide dismutase, QTOF, OrbiTrap, pyrogallol
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RESUME : Le but de ce travail de these était de rechercher de nouvelles molécules
inhibitrices de la SOD dans des extraits de substances naturelles. Cette enzyme majeure du
stress oxydant étant impliquée dans de nombreux mécanismes de défense des cellules
cancéreuses contre 1’apoptose représente une voie thérapeutique d’avenir.

Nous en avons recherché dans les champignons endophytes de plantes péruviennes,
ces micro-organismes produisant de nombreux métabolites de défense des plantes hotes.

Ce travail de theése a d’abord porté sur 1’isolement, la culture, 1’identification,
I’extraction et la caractérisation des souches de champignons endophytes. Les analyses
statistiques effectuées sur ces extraits avec les résultats obtenus en HPLC ont confirmé les
problémes de variabilités qualitative et quantitative pouvant étre rencontrés au cours de la
culture des endophytes et décrites dans la littérature.

La seconde partie expérimentale a porté sur la recherche de furocoumarines dans les
extraits obtenus, en raison de leur potentiel effet inhibiteur sur la SOD. Nous avons dérépliqué
ces composés dans les extraits d’endophytes au cours de deux stratégies de spectrométrie de
masse réalisées en mode d’ionisation négatif.

La premiere approche, a I’aide d’un QTOF, a abouti a I’identification de deux
furocoumarines, la 5-Methyl-4H-furo[2,3-b][1]benzopyran-4-one et la déhydropachyrrhizone.

La seconde, a l’aide d’un OrbiTrap, a vu [D’identification de quatre autres
furocoumarines:  I’Ochrocarpine A, la  Moellendorffiline,  1’Anisolactone et
I’ Anhydrorutarétine

Afin de compléter cette approche métabolomique et identifier les molécules
inhibitrices de la SOD, nous avons tenté de mettre au point un test d’activité de cette enzyme,
rapide, peu colteux et réalisable en routine. Nous avons sélectionné le test au pyrogallol, mais
celui-ci n’a pas démontré les qualités recherchées tant au niveau de la sensibilité que de la
reproductibilité.

Nous orientons a présent les recherches vers des approches différentes, la recherche
directe d’adduits sur la SOD par LC-MS.

Mots-clefs : endophytes, superoxyde dismutase, QTOF, OrbiTrap, pyrogallol
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